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略語 
本文中で以下の略語を用いた 
ATP adenosine 5’-triphosphate 
ADP adenosine 5’-diphosphate 
BSA bovine serum albumin 
DTT 1,4-dimethyl sulfoxide 
EDTA ethylenediaminetetraacetic acid 
EGTA ehtylenglcol-bis(2-aminoethyl ether)N,N,N’,N’,-tetraacetic acid 
GTP guanosine 5’-triphosphate 
GFP green fluorescent protein 
MES 2-morpholinoethanesulfonic acid 
HEPES N-2-hydoroxyethylpiperazine-N’-2-ethanesulfonic acid 
PAGE polyacrylamide gel electrophoresis 
PIPES piperazin-1,4-bis(2-ethanesulfonic acid) 
PMSF phenylmethylsulfonyl fluoride 
SDS sodium dodecyl sulfate 
Tris tris-(hydoroxymethyl)aminomethan 
UTR untranslated region 
SD standard deviation 
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繊毛運動と生体機能 
 生物が生きていく上で、細胞分裂や細胞運動などの動的な機能はなくてはならないもの
である。このような動的な機能は、非常に複雑な分子機械を構成する様々なタンパク質の物
理的、化学的な性質の組み合わせによって成し遂げられていると言える。繊毛や鞭毛(本論
文では、特定の生物種について言及する際場合を除き合わせて繊毛と書く)はそのような複
雑かつ精巧な分子機械の一つで、真核生物の細胞から突起上に突き出た細胞器官である。こ
れは真核生物に広く保存された共通の構造を持ち、モータータンパク質の一種、軸糸ダイニ
ンによって周期的に、かつ規則的な波形で運動している。この周期運動によって起こる水流
は、原生生物や精子などの細胞運動(Gibbons and Gibbons, 1972; Corkidi et al., 2008) 、気管上
皮細胞などの異物の除去(Ueno et al., 2012; Yoshiba and Hamada, 2014) 、発生時のノード流に
よる体左右軸の決定(Hirokawa et al., 2006; Nonaka et al., 1998; Okada et al., 2005) など、多様
な機能を担っている。 
 
 
 
 
Figure 1 繊毛虫テトラヒメナ及びその軸糸断面図 
繊毛虫テトラヒメナは多数の繊毛を体表上に持つ。繊毛内部の軸糸構造は図のようにダブ
レット微小管とそれを保持するタンパク質で構成された 9+2 構造を持つ。ダブレット微小管
の A 小管上には軸糸ダイニンが軸糸長軸にそって 2 列に配置しており、外周側に局在するも
のが外腕ダイニン、内周側に局在するものが内腕ダイニンと呼ばれる。これらが隣接するダ
ブレット微小管の B 小管に対してチッから発生することで繊毛運動が駆動される。 
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 繊毛は軸糸とそれを覆う細胞膜で形成され、この軸糸は微小管が束状になった 9+2 構造
(Figure 1)を持つ(Ishikawa, 2015) 。この構造は、外周に並んだ 9 本のダブレット微小管と、
中心対微小管及びそれらを保持するタンパクを骨格としている。また隣接するダブレット
微小管の間にはモータータンパク質の一種である軸糸ダイニンが局在する。真核生物の繊
毛運動は、基部に回転装置を持ち鞭毛自体は受動的に運動するバクテリアの鞭毛などとは
異なり、繊毛全長にわたって存在する軸糸ダイニンが運動素子となり、この運動によって駆
動されている。 
 異なる生物種や細胞においてもこのような 9+2 構造は良く保存されているにも関わらず、
その繊毛運動の形態は様々である(Figure 3)。例えば精子の鞭毛は生物種や環境によって平
面の波打ち運動やらせん状の運動を示し(Woolley and Vernon, 2001) 、二本の鞭毛を持つ単
細胞生物クラミドモナスではこの鞭毛が平面上で平泳ぎのような波形で運動する(Sartori et 
al., 2016) 。また、パラメシウムやテトラヒメナなどの多数の繊毛を細胞表面にもつ繊毛虫
では、進行方向へ進む有効打では細胞から遠い位置を繊毛先端が通過し、もとの位置に戻る
回復打では細胞表面の近くを先端が通過する三次元的な波形で運動する(Mashemer, 1972; 
Sugino and Naitoh, 1982) 。このように、二次元、三次元の複雑な繊毛打波形が殆ど同様の軸
糸構造によって駆動されるメカニズムは未だ明らかになっていない。 
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繊毛運動のモデル生物 
このような繊毛運動およびそれを駆動するダイニンについての研究には、いくつかのモ
デル生物が用いられている。最も一般的なのは 2 本の鞭毛を持つクラミドモナスであり、こ
れは繊毛運動に関わる非常に多くの変異株が確立されていること、また 2 次元平面上で運
動する 2 本の繊毛の運動計測が比較的容易であることが要因として挙げられる。 
 また別種のモデル生物として、テトラヒメナやパラメシウムなどの繊毛虫もモデル生物
として用いられている。テトラヒメナはダイニンが初めて発見された生物であり(Gibbons 
and Rowe, 1965) 、細胞表面に多数の繊毛を持ちダイニンの精製が容易であるという利点が
ある。またこれらの繊毛はクラミドモナスとは異なり三次元的な波形で運動していると考
えられているものの、その運動の正確な計測は未だされていない。 
 
 
Figure 3 様々な生物種での繊毛打波形 
左図：Woolley らによる論文の Figure1 B, C より引用(Woolley and Vernon, 2001) 。B、C は
それぞれ 1.5 Pa・s, 4 Pa・s の粘度での人工海水中でのウニ静止の運動。B では螺旋、C では
平面で精子鞭毛が運動している。右図： Sartori らによる論文の Figure3 (b)より引用(Sartori et 
al., 2016) 。左右対称に運動するクラミドモナスの 2 本の鞭毛の内の 1 本の繊毛打波形。 
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繊毛の構造と軸糸ダイニン 
ダイニンは ATP の加水分解による化学エネルギーを利用して構造変化し、微小管上を結
合、解離を繰り返しながらマイナス端方向に運動するモータータンパク質である(Schmidt 
and Carter, 2016) 。繊毛を駆動する軸糸ダイニンは、その局在によって内腕ダイニンと外腕
ダイニンに大別され(King, 2016) 、Figure 1 のように、9+2 構造を断面で見たときに、軸糸
の中心側に局在するのが内腕ダイニン、外周側に局在するのが外腕ダイニンと呼称される。 
これらは、軸糸ダブレット微小管の A 小管上に 96 nm の周期で配置されている(Figure 4)。
内腕ダイニンは a から g に分類される各種が 96 nm の周期で一つずつ配置されるのに対し、
外腕ダイニンはこの 96 nm 周期中に 4 つが 24 nm の周期で配置している。このような周期
構造は、異なる生物種においてもほどんど同一である(Pigino et al., 2012) 。 
 
 
 
 
 
Figure 4 ダブレット微小管上に周期的に局在する軸糸ダイニン 
Pigino らによる論文の Figure6 D を改変した(Pigino et al., 2012) 。テトラヒメナの軸糸構造
のクライオトモグラフィー像。軸糸の構成要素がダブレット微小管長軸上に 96 nm の周期で
配列している。外腕ダイニン(水色、図中の α、β、γは外腕ダイニンの各頭部)は同種の三量体
が 24 nm 周期で配列し、内腕ダイニン(赤色)は 96 nm 中にそれぞれ異なる 7 種の単量体と 1
種の 2 量体が配列している。 
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軸糸ダイニンによる繊毛の屈曲 
 繊毛の屈曲は、ダブレット微小管の A 小管上に配置された軸糸ダイニンが B 小管に対し
て ATP の加水分解とカップルして力発生し、ダブレット微小管同士を互いに滑らせること
に駆動されている。脱膜した軸糸の一部に ATP を与えると、その区間では屈曲が起きずに
両側に同じ大きさで逆向きの屈曲が形成されること(Shingyoji et al., 1977) 、プロテアーゼに
よる分解でネキシンなどのダブレット微小管同士を架橋している構造を破壊すると軸糸が
屈曲せずに一部のダブレット微小管が滑り出す現象があること(Kamimura and Takahashi, 
1981) などから、ダブレット微小管の間の架橋構造により軸糸ダイニンによるダブレット微
小管を滑らせる運動が軸糸の屈曲に変換されると考えられている。 
 しかしながら、ダイニンは軸糸の 9 本のダブレット微小管の間に局在しており、これらが
無秩序に力発生しても特定の方向への軸糸の屈曲は起きえない。そのため、軸糸上の何らか
の力学的な特性により、特定の方向にあるダイニンが周期的に活性化され、秩序だった屈曲、
並びにそれによる複雑な繊毛打波形が生み出されると考えられる。 
 このような屈曲のメカニズムの詳細は未だ明らかになっていない。繊毛運動を理解する
ためには、軸糸内で力発生している運動素子である軸糸ダイニンの運動機構と、またそれ
によって駆動されている繊毛自体の運動について両面から調べる必要がある。 
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第1章 繊毛を駆動する外腕ダイニンの三次元的な運動の解明 
 序論 
 研究の背景 
 繊毛運動における外腕ダイニンの機能 
繊毛運動を駆動する軸糸ダイニンのなかでも、内腕ダイニンと外腕ダイニンは繊毛運動
に対し異なる機能を持つことがクラミドモナスでの欠損体の研究から示唆されている。内
腕を欠損した変異体では、繊毛打の波形が変わり、より振幅の小さい繊毛打となる。ま
た、複数の内腕ダイニンを欠損した変異体では、周期的な繊毛打そのものが見られなくな
り、繊毛全体が震えるだけの形質を示す(Walczak and Nelson, 1994) 。対して、外腕ダイニ
ンを欠損した変異体では、繊毛打の波形は変化しないものの、繊毛打の周波数が減少する
(Kamiya, 1995; Sakakibara et al., 1993) 。また、細胞から分離した繊毛を脱膜し、高塩濃度の
処理によって外腕ダイニンを抽出した軸糸を用いた実験では、ATP を加えてこの軸糸を再
活性化すると、この抽出操作によって繊毛打運動の周波数が減少し、また抽出した外腕ダ
イニンを再び混合することで軸糸に再結合することでこの周波数の減少が回復することが
わかっている(Gibbons and Gibbons, 1976, 1973; Takada et al., 1992) 。このことから、内腕ダ
イニンは繊毛打の波形を調製する機能を、外腕ダイニンは繊毛打の速度を挙げる機能を持
つと考えられている(Kamiya, 1995) 。 
 
 外腕ダイニンの構造 
ダイニンは、AAA+スーパーファミリーに属するタンパク質であり(King, 2000) 、単量体
で 500 kDa ほどもある巨大なタンパク質である。このダイニン本体は重鎖と呼ばれ、中間
鎖や軽鎖と分類される他の多様なタンパクと複合体を形成して機能していることが知られ
ている。 
ダイニン重鎖は、ATP を結合し加水分解を行って構造変化する頭部ドメインと、この頭
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部から突出した構造を持ち、構造変化の伝達や、微小管と結合、解離を行うストーク、及
びダイニン重鎖間の二量体化、三量体化や他のタンパク質との結合を担う尾部ドメインか
らなる。 
 
 
 
 
外腕ダイニンは哺乳類を含む多くの生物種ではヘテロ二量体の二頭構造を持つのに対し、
クラミドモナスや本研究で用いる繊毛虫テトラヒメナでは、ATP 加水分解を行う頭部ドメ
インを三つ持つヘテロ三量体からなる三頭構造を持ち、これらは尾部で三つの頭部が束ね
られた構造の電子顕微鏡観察結果からブーケット構造と呼ばれる(Johnson and Wall, 1983) 。
三頭構造の外腕ダイニンの各重鎖はそれぞれ α、β、γとよばれ、遺伝子配列の相同性からテ
トラヒメナの α 頭部と他の二頭の生物種の α 頭部が近縁であり、またテトラヒメナの β 頭
部及び γ 頭部が二頭の生物種の β 頭部と近縁だと考えられている(2004; Rajagopalan and 
Wilkes, 2016) 。 
Figure 5 ダイニン分子の構造 
 微小管と結合、解離する MTBD(微小管結合ドメイン)、頭部の構造変化を MTBD に伝達す
るストーク、ATP を加水分解し構造変化する頭部、ダイニン間の二量体、三量体化や他のタ
ンパク質との結合を担う尾部からなる。 
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 外腕ダイニンの各頭部の運動性 
 ダイニンの機能の定量は、脱膜した軸糸再活性化、軸糸や軸糸から抽出、分離したダイニ
ンによる ATP 加水分解計測、同じく抽出したダイニンによる微小管滑り運動アッセイ（グ
ライディングアッセイ）などによって行われている。なかでも、個別のダイニンについて、
in vitro の実験系で運動の観察が行える点から、各ダイニンの運動特性はグライディングア
ッセイという再構成系によって多く調べられている。 
 
 
 
 
 グライディングアッセイは、Figure 6 の様にスライドガラス及びカバーガラスで作製した
チャンバー内に精製したダイニンを流し入れて付着させ、続いて他のタンパクなどの非特
異吸着を防ぐブロッキング剤、微小管、ATP を含む溶液を順に流し入れて観察する方法で
ある。ガラス面に付着しているダイニンに微小管が結合し、またダイニンが ATP の加水分
解による化学エネルギーを利用して微小管の長軸マイナス端方向に運動することで、ガラ
Figure 6 ダイニンによるグライディングアッセイ 
 チャンバー内のガラス面上にダイニン、カゼインなどのブロッキング剤、微小管を順に
流し入れ、最後に ATP を含む溶液を流し入れることでダイニンを活性化し、滑り運動する微
小管を観察する。ダイニンが微小管マイナス端に運動するため、微小管はプラス端を先頭に
向けて滑り運動する。 
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ス面上では微小管のプラス端が先頭になって滑り運動する。これにより微小管の滑り速度
を計測することで、ガラス面上に結合した多数のダイニンが微小管をその長軸方向にどの
様に運動させるか調べることができる。三頭構造を持つテトラヒメナ外腕ダイニンについ
ても、このような実験系での運動計測がおこなわれている(Vale and Toyoshima, 1989) 。 
また、テトラヒメナなどのヘテロ三量体構造を持つ外腕ダイニンについて、その各頭部が
どのような機能を持つかについても定量が試みられているものの、明確には明らかになっ
ていない。テトラヒメナの外腕ダイニンについては、その一つの方法として精製された外腕
ダイニンをプロテアーゼの一種であるキモトリプシンで部分分解することで単頭の α サブ
ユニットと二頭の βγ サブユニットに分け、陰イオン交換カラムやショ糖密度勾配遠心によ
り分離精製する方法がある(Toyoshima, 1987a, 1987b) 。この方法で精製されたサブユニット
はもとの重鎖より短いものの、それぞれが ATP 加水分解活性を有しモータードメインは保
持されていると考えられている。しかしながら βγ サブユニットでは微小管の滑り運動がみ
られるものの、αサブユニットでは微小管の滑り運動は報告されていない。 
 また別の方法として、Urea によって変性することで同様に α重鎖と βγ重鎖に分け、そ
の後 Urea を取り除いて活性を戻す方法も報告されている(Toyoshima, 1987a, 1987b) 。この
方法でも、ATP 加水分解活性はみられるものの、αサブユニットについては運動が報告さ
れていない(Vale and Toyoshima, 1989, 1988) 。 
 
 ダイニンによるトルク発生 
グライディングアッセイは主にダイニンの微小管長軸方向への力発生について調べる方
法であった(Figure 6)。しかしながら、ダイニンやその他の微小管上を運動するモータータ
ンパク質については、近年微小管長軸と垂直な方向への力発生、すなわち微小管に対する
トルク発生についても注目されている。 
そのようなトルク発生を示す実験結果として、微小管のコークスクリュー運動が挙げら
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れる。これは通常の微小管に替えて軸糸の断片から伸長した微小管を用いたグライディン
グアッセイの実験系で調べられたもので、微小管末端の軸糸断片を立体的なマーカーとし
て微小管の滑り運動を計測すると、テトラヒメナやクラミドモナスの内腕ダイニンが微小
管を長軸周りに回転させながら滑らせることが報告されている(Kagami and Kamiya, 1992; 
Vale and Toyoshima, 1988) 。このような運動は、外腕ダイニンが微小管の長軸方向のみな
らず、長軸に垂直な方向にも力発生していることによると考えられている。 
また、そのような同様にダイニンのトルクによる運動として、グライディングアッセイ
における滑り微小管が一定方向に曲がりながら滑る運動についても報告されている
(Kikushima and Kamiya, 2008) 。繊毛運動を駆動する素子としての軸糸ダイニンの運動につ
いて理解するためには、微小管長軸方向への運動だけではなく、ダイニンのトルクによる
運動についても正確に計測する必要がある。 
 
 研究の目的と戦略 
 本研究では、外腕ダイニンの微小管に対する運動を、微小管長軸方向のみならず長軸
に垂直な方向についても定量することで、繊毛運動を駆動する軸糸ダイニンの一つである
外腕ダイニンの運動素子としての特性を明らかにすることを目的とした。 
 そのような三次元的な運動を正確に定量するにあたり、既存のグラィディングアッセ
イの実験系を改良した系と、近年開発された三次元の位置検出が可能な光学系を用いるこ
ととした。先行研究では非常に大きく運動への影響が懸念される軸糸断片を立体的なマー
カーとして用いていたのに対し、本研究では量子ドットと呼ばれる非常に小さい蛍光プロ
ーブを付加することで微小管の運動の計測を行った。また、プリズムを光路に挿入して像
を分割し、得られた２つの像を解析することで三次元の位置情報の取得が可能な光学系を
用いることで、外腕ダイニンによる微小管の運動をナノメートルの精度で計測することが
できた。 
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 また本研究では、繊毛虫テトラヒメナから精製した外腕ダイニンと、キモトリプシンで
部分分解して分離精製したその αサブユニットおよび βγサブユニットを用いた。このそれ
ぞれの運動特性をトルク発生の計測を含めて行うことで、各頭部の運動特性から外腕ダイ
ニンの運動素子としての特性をより深く理解する事を目指した。 
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 実験方法 
 テトラヒメナ培養 
本研究では外腕ダイニン及びそのサブユニットは、全て Tetrahymena thermophilla SB255 株 
から精製した。テトラヒメナ は一般に刺激に応じてムコシストと呼ばれる粘着物質を分泌
するが、本株ではこれが起きず、繊毛を単離する際などに繊毛がムコシストと不溶化して収
率が落ちることがない。培養には、テトラヒメナの増殖の速い SPP 培地 (1% Proteose Peptone 
NO.3、0.2% Glucose、0.1% Yeast Extract、0.003% Fe-EDTA、1% Antibiotic antimycotic solution )
と、飽和時の細胞密度が高くなる PYD 培地 (1% Proteose Peptone NO.3、0.87% Glucose、0.5% 
Yeast Extract、0.001% Ampicillin)を用いた。また、ポンプ培養の際には気泡により培地が漏
れることを防ぐため、終濃度 0.03%の消泡剤(Dow Corning Toray, FS Antiform DB-110N)を加
えた。培養の手順を以下に記す。 
 
 培養手順 
(1) 300 ml 三角フラスコを用い SPP 培地 50 ml にストックとして 15℃で培
養していたテトラヒメナを 1 ml 加え、37℃、1 日間静置で前培養を行った。 
(2) 前培養したテトラヒメナに SPP 培地 400 ml を加え 2 L 三角フラスコに移
し、37℃、2 日間、100 回/分の振盪速度で培養した。 
(3) 振盪培養したテトラヒメナを 4.5 L の PYD 培地が入った 5 L の三角フラ
スコ 2 本ものに約 200 μl ずつ移した。Figure 7 のような装置で、37℃で 2 日間ポンプ
培養を行った。 
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Figure 7 テトラヒメナポンプ培養の模式図 
図のような組み立てでポンプ培養を行った。エアレーション用のポンプから、チューブ(外
径 6 mm 内径 4 mm、シリコン)をつないで恒温培養器(Yamamoto、IC602)の通気孔から内部に
通し、0.2 μm のフィルター(Millipore、Millex-FG 50 mm)、メスピペット(10 ml)の順につなぎ、
フラスコの底まで差し込んでスポンジでフラスコに栓をした。ポンプは NISSO HP α10000 を
1 台と NISSO 力-6000 を 2 台用い、2 つのフラスコへの排気量が等しくなるようにつないだ。
また培養器内部の結露を防ぐため、小型の除湿機(スリーアップ、TU-400)を恒温器内部に設
置して使用した。 
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 軸糸外腕ダイニン及びそのサブユニットの精製 
フローチャートに従って行った(Figure 8)。 
 
 
 
 
 細胞回収、脱繊毛 
 まず培養したフラスコの内一つをポンプ培養から取り外し、氷水中で 20 分間冷やした。
10 分後、遠心による回収を始める直前にもう 1 本の培養したフラスコをポンプから取り外
し、氷水中で冷やしておいた。先に冷やしておいたフラスコから 500 ml の遠心管に約 400 
ml ずつ培養液を注ぎ、遠心分離を行った (2000 rpm、2分間、2℃、Beckman J2-M、rotor: JA10)。
Figure 8 ダイニン精製のフローチャート 
外腕ダイニン及びそのサブユニットの精製を、この様な手順で行った。 
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上清を捨て、各遠心管に残りの培養液を約 400 ml ずつ加えてペレットを懸濁し、再度遠心
分離した (2000 rpm、2 分間、2℃、Beckman J2-M、rotor: JA10)。上清を捨てた後、NK 溶液
(34 mM NaCl、1 mM KCl)を各遠心管に 100 ml ずつ注いで懸濁し、別フラスコに移して氷水
中に置いた。残りの培養フラスコについても、同様に二回の遠心分離を行った。遠心後のペ
レットに最初のフラスコから回収した菌体を加えて懸濁し、6 本の遠心管に均等になるよう
に分け、各遠心管に 400 ml 程度まで NK 溶液を加えてもう一度遠心した(2000 rpm、2 分間、
2℃、Beckman J2-M、rotor: JA10)。 
上清を捨て、各遠心管に NK 溶液 100 ml を加えてペレットを懸濁し 5 L のバッフルつき
フラスコに移す。さらに 400 ml の NK 溶液で遠心管を再度洗い、これを加えて合計 1 L と
して氷水中に置いた。 
この 1 L の細胞懸濁液に A 溶液(10 mM EDTA、50 mM Sodium Acetate、酢酸を用い pH 5.0
になるように調製)500 ml を加え、フラスコを回転させて氷水中で 1 分間良くかき混ぜた。
次に冷やした MiliQ 水を 500 ml 加えて 1 分間同様にかき混ぜた。 最後に B 溶液を 20 ml 加
え、泡が立つ程度の強さで 5 分間、1 分ごとに 20 回ずつ氷水中でかき混ぜた。 
この懸濁液を 6本の遠心管に分け、繊毛と細胞体を分離するため遠心分離した(2500 rpm、
5 分間、2℃、Beckman J2-M、rotor: JA10)。繊毛を含む白濁した上清画分を採取し、繊毛を
遠心分離した。(8000 rpm、15 分間、2℃、Beckman J2-M、rotor: JA10)。上清を捨て、白色の
繊毛の沈殿を得た。 
 
 軸糸分離 
10 ml の prep buffer (10 mM HEPES、4 mM MgSO4、1 mM EGTA、100 mM NaCl、NaOH を
用い pH 7.4 になるように調製)で沈殿を穏やかに懸濁した。1 本の遠心管で懸濁した後、そ
れを残りの遠心管に移してもう一度懸濁した。最終的に 40 ml 程度になるようにし、50 ml
の tube に移し、400 μl の 0.1 M PMSF 及び、プロテアーゼインヒビターカクテル(Roche, 
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cOmplete)1 錠を加えた。ここに 10% NP-40 を終濃度 0.3%になるように加え、30 分氷上で静
置して脱膜した。 
 反応終了後、遠心分離により脱膜された軸糸を沈殿させた(12000 g、15 分間、4 ℃、
Kubota6500、rotor: AG-508CA)。上清を取り除いた後、沈殿を 20 ml の prep buffer で懸濁し、
再度遠心分離を行った(12000 g、15 分間、4 ℃、Kubota6500、rotor: AG-508CA)。上清を捨
て、軸糸のペレットを得た。 
 
 軸糸ダイニン抽出 
沈殿を prep 溶液 7 ml で懸濁したのち、終濃度 0.1 mM の PMSF、終濃度 0.6 M の NaCl を
順に加え 30 分間静置することで、高塩濃度により軸糸ダイニンを抽出した。 反応後、ダイ
ニンと残りの軸糸を遠心分離した (5000 rpm、10 分間、4℃、Beckman TLA 100.2)。上清と
して、抽出した軸糸ダイニンを得た。 
 
 ショ糖密度勾配遠心による軸糸ダイニンの分離 
ショ糖密度勾配遠心法を用いて、抽出液中の外腕ダイニン、14S ダイニンをその密度の違
いにより分離した。prep buffer に 5%と 20％のショ糖及び 0.1 mM の ATP を溶かした溶液を
調製し、これをグラジエントメーカーで混合して 30 ml、5-20%のショ糖密度勾配を遠心管 
(Hitachi、40PA チューブ)に作製した。このショ糖密度勾配の上に抽出したダイニン溶液を重
層し、遠心分離した。(26000 rpm、16 時間、2℃、Hitachi CP70MX、rotor: P28S-1053) 
 遠心管の底からペリスタポンプ(ATTA、SJ-1211H)で 9 番の設定の速度でくみ上げて 1.5 ml
ずつサンプルを回収した。SDS-PAGE もしくはタンパク定量によるピークの位置から外腕ダ
イニンを含む 4~6 つの分画を決定した。 
 
 
20 
 キモトリプシン処理と HPLC による精製 
前項で分離した外腕ダイニンに対しキモトリプシンによるプロテアーゼ処理を行うこと
で、3 頭の外腕ダイニンを単頭の αサブユニット、2 頭の βγ サブユニットに分解した。方法
は先行研究 (Toyoshima 1987a)を参考にした。外腕ダイニン 0.34 mg/ml に対し、α サブユニ
ット精製の際にはキモトリプシン濃度 0.02 mg/ml で 6 分間、βγ サブユニット精製の際には
0.1 mg/ml で 6 分間、どちらも 25℃で処理を行った(キモトリプシン処理条件の決め方は後
述)。終濃度 1 mM の PMSF により反応を停止した。 
 
 Mono-Q カラムによる精製 
低圧液体クロマトグラフィーシステム(以下AKTA)を用いてキモトリプシン処理後のサン
プルを Mono-Q カラムによって各サブユニットに分離精製した。カラムには陰イオン交換
カラム(GE、Mono-Q 5/50)を用いた。またキモトリプシン処理をしていない外腕ダイニンに
ついても、キモトリプシン処理をしたサブユニットと精製条件をそろえるため同様にカラ
ムを用いて精製した。外腕ダイニン及びキモトリプシン処理後のサンプルは、0.2 μm のフ
ィルターでろ過してから用いた。溶液 A (10 mM HEPES、4 mM MgSO4、1 mM EGTA、10% 
sucrose、0.1 mM ATP、1 mM DTT、NaOH を用いて pH 7.4 になるように調製)と溶液 B (溶液
A +1 M NaCl)を用意し、カラムの平衡化、溶出に用いた。カラムの平衡化、ダイニンのカラ
ムへの吸着、溶出は以下の手順で行った。 
(1) カラムを通る流路にし、0.5 ml/s 程度の流速で流しながら、カラムを上流、下流の 
順に空気が入らないように AKTA に接続した。 
(2) 流路を 0.5 ml/s 程度の流速で MiliQ 水に置換した。 
(3) スーパーループを通る流路に切り替え、0.5 ml/s 程度の流速で流しながら空気が入 
らないように 50 ml スーパーループ(GE)の上流を AKTA に接続した。 
(4) フィルターを通したサンプルを泡が立たないように注ぎスーパーループを閉じた。 
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(5) 0.5 ml/s 程度の流速で流しながら空気が入らないようにスーパーループの下流を接 
続した。 
(6) 溶液 A、溶液 B をポンプにつなぎ、ポンプウォッシュした。 
(7) カラムのみを通る流路に切り替え、1 ml/s の流速で、溶液 B で 5 ml、溶液 A で 5  
ml、再び溶液 B で 5 ml 流し、カラムの平衡化を行った。 
(8) スーパーループ、カラムを通る流路に切り替え、1 ml/s でカラムにダイニンを吸着 
させた。 
(9) カラムを通る流路に切り替え、ウォッシュのため、溶液 B 5% (50 mM NaCl)を流速 
2 ml/s で 5 CV (CV=Column Volume, 1 CV= 0.982 ml)流した。 
(10) 20 CV、5%-60%の直線の濃度勾配、流速 1 ml/s で吸着したダイニンを溶出した。 
おおよそ溶出塩濃度 190 mM 前後で α サブユニット、260 mM 前後で βγ サブユニット及
び外腕ダイニンが溶出した。 
 
 ダイニンの濃縮 
Mono-Q カラムにより分離したダイニンを、限外濾過により溶液 置換、濃縮を行った。
限外濾過には Amicon Ultra 0.5ml Ultracel-100k Membrane を用いた。2 ml 程度のサンプルを
順にチューブに注ぎながら複数回遠心分離し、(14000 rpm、5 分間、4℃、TE-2000-V)50μl 程
度まで濃縮した。さらに前述の溶液 A を加えて 500 μl 程度にし、もう一度同条件で遠心し
て 50 μl 程度まで濃縮する操作を 2 回繰り返すことで、NaCl 濃度がほぼ 0 M になるように
溶液を交換した。最終的に得られたサンプルを液体窒素で凍結し、7.5 μl ずつ液体窒素に保
存した。 
 
 SDS-PAGE、SDS-urea-PAGE 
SDS-PAGE は、(Laemmli, 1970)の方法を用いた。 
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泳動後のゲルをイオン交換水ですすぎ、電子レンジで沸騰する直前まで過熱し、染色液
(Wako、Quick-CBB PLUS、178-000551)を 20 ml 加えて同様に電子レンジで加熱したのち、
30 分間振盪して染色した。染色後もう一度イオン交換水に交換して同様に加熱し、半日程
度振盪することで脱色した。 
 SDS-urea-PAGE は、(Toyoshima, 1987a)を参考にした。Sample buffer (urea 8 M、SDS 10%、
EDTA 5 mM、Trisi-HCl (pH 8.0)、β-mercaptethanol 5%、bromophenol blue 10%)をサンプルに等
量加え、95℃で 3 分間加熱して泳動用サンプルとした。またゲルは urea 6 M、Acrylamide mix 
3.2%、10×泳動用溶液 (Tris 0.25 M、Glysine 1.92 M、SDS 0.5%)10%、glycerol 5%、APS 0.1333%、
TEMED 0.1% の組成で作製した。泳動は 300 V、40 mA、45 分間の条件で行った。 染色、
脱色は SDS-PAGE と同様に行った。 
 
 タンパク濃度測定 
タンパク濃度の測定は、基本的にブラッドフォード法により行った。染色液は Bio-Rad 
Protein Assay Dye Reagent Concentrate を 5 倍稀釈し、600 μl に対して 10 μl のサンプルを反
応させ、595 nm の吸光度を測定した。濃度の計算には、0.1 mg/ml から 1 mg/ml の範囲で
BSA 溶液(Thermo scientific #23209 BSA Standards)により作製した標準曲線を用いた。 
 精製したダイニンについてはダイニン重鎖のみのタンパク濃度を測定するため、SDS-
PAGE によるバンドから濃度の定量を行った。サンプル buffer と合わせて 0.0125 mg/ml から
0.5 mg/ml の濃度に稀釈した BSA 溶液をスタンダードとして、バンドの濃さがその範囲内に
なるように稀釈した α サブユニット、βγ サブユニット、外腕ダイニンをスタンダードと同
時に電気泳動した。(7.5%Acrylamid gel、300 V、40 mA 50 分間、16 穴コーム、各 1 μl ずつ
ロード) 
 ゲルはガラス版にのせて LED Viewer(Sinkosha Pro HR-1)で下から照明し、カメラ(Toshiba 
CSFX36BC3)で撮影した。画像に含まれるカメラや照明によるバックグラウンドを、ゲルを
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乗せないで撮影した画像を用いて画像の除算により取り除いた。この画像を Quantitiy One
により解析し、スタンダードから得られた標準曲線にフィッティングして目的のタンパク
濃度を定量した。  
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 三次元位置検出顕微鏡 3 次元位置検出顕微鏡の構築 
3 次元位置検出顕微鏡の構築は、先行研究(Yajima et al., 2008) を参考に行った。 
 
 原理 
 本研究で構築した 3 次元位置検出顕微鏡の原理は、ナイフエッジ法と呼ばれる天体観察
などでピントを合わせる際に用いられる方法を基にしている。ナイフエッジ法は光束をナ
イフのエッジで遮ることによる像の変化によりレンズの焦点が光軸方向のどちらにずれて
いるのかを知る方法である。この光学系ではそのナイフに当たる部分にプリズムを用い、像
として見える光はプリズムを通らない光として、エッジにより遮られる光はプリズムを通
過して曲げられる光として両者をカメラに同時に結像させることで、光軸方向の位置 (ここ
では z 平面)を取得することができる。 
 Figure 9 において(1)の光路に、平行光線となっている光束の半分が通過し、対物レンズの
後焦点面となる位置にプリズムを設置する。このときプリズムを通らない光 (図中の赤い光
線)がナイフエッジ法で観察する光にあたる。赤い光線だけに注目し、(2)z = 0 で像を結ぶ位
置を基準に考えると、像がゆがむだけではなく、(3)z < 0 では像の中心が y 軸正方向に、(4)z 
> 0 では y 軸負方向にずれることがわかる。このように、光路の途中で光を一部遮ることで、
観察対象の輝点の z 軸方向の変位を、カメラ上での像の y 軸方向への変位として定量する
ことができる。しかしこれだけでは、輝点の y 軸方向の変位と z 軸方向の変位がともにカメ
ラ上での y 軸方向の変位として観察されてしまうため、3 次元の位置情報を得ることはでき
ない。またナイフエッジ法では観察対象がほぼ静的な天体であるため、ナイフエッジを挿入
する前の像との変化からピントがどちらにずれているか (焦点に対して観察対象が z 方向
どちらに位置するか)知ることができるが、この方法ではリアルタイムで運動する輝点を観
察することはできない。 
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 そこでこの光学系では、プリズムを通った光 (図中の青い光線)による像を同時に観察す
ることで、この問題を解決した。観察対象が z 軸方向に変位した際のこの像 (青の像)の y 軸
方向の変位は、図に示されているようにちょうど前述のプリズムを通らない光による像 (赤
Figure 9 三次元観察の原理 
図の中央のように 2 枚のレンズで構成され、その間が平行光線となっている光学系と、そ
のレンズの間にプリズムが挿入された光学系での光線の変化を考える。図の右のようにチャ
ンバー内の観察対象が光軸方向 (ここでは z 方向)に移動すると、この光学系によってできる
像は図の左のように変化する。 
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い像)の変位と逆方向になる。そのため、この 2 つの像の y 座標の平均から実際の y 座標が、
その差から z 座標の情報を得ることができる。このように既存の光学系にプリズムのみを
挿入することで、通常の観察とほぼ同等の時間分解能で 3 次元位置検出を可能にしている
のが、この光学系の特徴である。 
 
 プリズムの設計及び光学系の確立 
顕微鏡のカメラポートから来た光が 2 枚のレンズとその間のプリズムを通った後にカメ
ラ受光部へと進む光路を設計した。2 つのレンズの焦点距離はそれぞれ 50 mm、120 mm で、
プリズムはそのどちらからも焦点距離で、かつ光束のちょうど半分がプリズムを通過し、カ
メラ上で 2 つの像が等しい強度になるように設置した。 
 
 
Figure 10 光路の設計 
図のように顕微鏡(Nikon TE-2000-U)のカメラポート、レンズ 1 (シグマ光機 DLB-25.4-
50PM、球面アクロマティックレンズ、焦点距離 50 nm)、プリズ(夏目光学、後述のように特
注)、レンズ 2(シグマ光機 DLB-25-120PM 球面アクロマティックレンズ、焦点距離 50 nm)、
カメラ(Andor iXon X3 DU-897)。レンズ 1、レンズ 2 はそれぞれ顕微鏡のカメラポートとカメ
ラ受光部から焦点距離の位置に、またプリズムはレンズ 1、レンズ 2 の両者から焦点距離の
位置に設置した。 
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またプリズムの角度は、2 つの像を同時にカメラ上で同時に観察できるよう、プリズムを
通った光が元の光に対してカメラ受光部で受光部全体の半分の距離ずれるように設計した
(Figure 11)。カメラ受光部の素子は縦横 512×512 個、素子 1 つの大きさは 8 μm × 8 μm で全
体として 8.192 mm なので、4.096 mm ずつずらせばよい。プリズムはレンズ 2 から焦点距離
にあるため、プリズムを通らない光 (赤)と通った光 (青)はレンズ 2 とカメラ受光部の間で
互いに平行であり、レンズ 2 上で 4.096 mm のずれが必要となる。 
プリズムの角度を θ、このときに光線の曲げられる角度を φ とおき、 
4.096 = 120 × tanφ 
またプリズム面で屈折する光線に対するスネルの法則より、 
nsinθ = sin(θ+φ) 
これより計算すると、θ=3.71°となった (プリズムに用いたガラスの材質は BK7、n = 1.52)。
精度の関係上、実際は θ = 3.5°で作製した(Figure 12)。 
  
Figure 11 プリズム前後の光線の拡大図 
θはプリズムの角度、φはプリズムを通った光線と通
らなかった光線のなす角度。プリズムの材質は BK7 な
ので、屈折率は 1.52 として計算した。 
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Figure 12 プリズムの設計の詳細 
図のような設計で、夏目光学にて特注として製作した。 
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 光学系の全体図 
前述のプリズム、及び光路の設計を元に、顕微鏡のカメラポートとカメラの間に光学素子
を組み合わせて光学系を構築した(Figure 13)。 
 
 
 
 
 三次元位置検出の精度の測定 
後述のグライディングアッセイの実験方法と同様にチャンバーを作製し、最後の ATP 溶
液の代わりに ATP のみを除いた溶液を流し入れ、滑り運動しない静止した MT 上に結合し
た QD525 を観察した。この QD525 の輝点を 10 frames/s, 及び 30 frames/s で 20 秒間計測 
(それぞれ 200 点, 600 点)し、位置精度を調べた。また得られた座標の分布に対して以下のガ
Figure 13 実際の光路の写真 
顕微鏡本体のカメラポートから出た光路に対し、2 枚のレンズとプリズムをレンズチュー
ブやホルダーを利用して固定し、設計の光路を構築した。計測時には、光路に外から光が入
らない様にカバーを設置して計測を行った。 
30 
ウス分布の式でフィッティングし、SD を得た。 
y  A ∙ exp		
  
 2  
 
 グライディングアッセイ 
図のようにガラス面上のダイニンによって駆動される微小管を微小管に付加した Q-dot 
(Qdot 525 Streptavidin Conjugate、Molecular probes、以下 QD525 と記述)を観察することでダ
イニンの運動活性を調べた。 
 
 
 
 チューブリン精製 
 運動活性測定に用いるチューブリンは、(Vallee, 1986)の方法に従ってブタ脳から精製した。
ブタ脳をホモジナイズして得た可溶画分について、温度をコントロールすることでチュー
ブリンを 2回重合脱重合させて微小管結合タンパク以外を取り除き、さらに phosphocellulose 
カラム(Whatman Cellulose Phosphate P1)にかけることで精製チューブリンを得た。 
 
Figure 14 グライディングアッセイ模式図 
ローダミン、ビオチンで修飾された微小管を用いることで、ローダミンの蛍光により微小
管を確認し、アビジンでコートされた QD525 をビオチンに結合させることで微小管の運動マ
ーカーとして観察した。 
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 チューブリンの修飾 
 精製したチューブリンを修飾することで、運動活性測定に用いるためのビオチン修飾し
たチューブリン、ローダミン修飾したチューブリン、アレクサ 488 修飾したチューブリンを
作製した。それぞれの修飾には、チューブリンを重合した状態で微小管表面にアミノ基反応
性の試薬を用いて化学修飾する方法を用いた。修飾用試薬はそれぞれ以下のものを用いた。 
ビオチン: Biotin-(AC5)2-Sulfo-OSu、同仁、341-06801 
アレクサ 488: Alexa Fluor(R)488 carboxylic acid succinimidyl ester mixed isomers、Molecular 
Probes、RO-A20000 
ローダミン: 5-(and-6)-carboxy-X-Rhodamine、Molecular Probes、C1309 
 修飾の手順を以下に示す。 
(1) 3 ml 程度のチューブリン溶液をチューブにプールし、後で glycerol を加
えた時の総量に対し BRB80 (80 mM PIPES、1 mM EGTA、1 mM MgCl2、pH 6.8)が 2
倍稀釈、MgCl2が 3.5 mM、GTP が 1 mM になるように加え、5 分間氷上に置いた。 
(2) 37°C にしておいた 100% glycerol を 33%になるように加え、溶液全体が混
ざるようにやさしく混ぜ、30 分間 37℃の恒温槽で重合させた。 
(3) 37°C にしておいた 0.1 M High pH Cushion (Na-HEPES (pH 8.6)、1 mM MgCl2、
1 mM EGTA、60% glycerol)を 2 本の Beckman TLA 100.4 用遠心管 (以下 100.4 遠心管)
に 1.3 ml ずつ入れ、その上に重合した微小管溶液を約 3 ml ずつのせて遠心分離した。
(80000 rpm、30 分間、35°C、Beckman TLA 100.4) 
(4) 上清の溶液を取り除き、37℃にしておいた BRB80 溶液 200 μl で Cushion
の上の界面を 2 回 wash した後、ペレットを 37℃にしておいた Labeling 溶液 (0.1 M 
Na-HEPES (pH8.6)、1 mM MgCl2、1 mM EGTA、40% glycerol)200 μl で 2 回 wash し、
Cushion をできる限り取り除いた。 
(5) 37°C にしておいた 200 μl の Labeling 溶液を加え、微小管のペレットがな
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くなるまで懸濁した後、1 本の 100.4 遠心管にまとめた (合計 400 μl)。 
(6) 使用したチューブリンのモル量の 10 倍のモル量の色素 (おおよそ 100 
nmol 程度のチューブリンに対し、1 μmol 程度の色素)を加え、37℃で 30 分間反応さ
せた。 3 分ごとに 10 回ピペッティングを行い混合した。 
(7) 37°C にしておいた 400 μl の Quench Solution (2 倍濃度の BRB80、100 mM 
K-Glutamate、40% glycerol)を加え、5 分間 37℃で静置した。 
(8) 37°C にしておいた Low pH Cushion (BRB80、60% glycerol)1.5 ml の上に修
飾した微小管 0.8 ml をのせ、遠心分離した (80000 rpm、20 分間、35°C、Beckman TLA 
100.4)。 
(9) (4)の操作と同様に Cushion を取り除いた。 
(10) ペレットを Injection 溶液 (K-Glutamate、0.5 mM MgCl2)200 μl で 2 回 wash
した。 
(11) 4°C にしておいた 140 μl の Injection 溶液で微小管のペレットがなくなる
まで泡立てないように気をつけながら懸濁した。溶液を Beckman TLA 100.2 用遠心管
に移し、40 分間氷上に静置して脱重合させた。5 分ごとにピペッティングを 30 回行
った。 
(12) 遠心分離を行った(80000 rpm、10 分間、2°C、Beckman TLA 100.2) 
(13) 上清を 1.5 ml チューブに取り、5 倍濃度の BRB80 を 35 μl (最終濃度 1 倍)、
1 M の MgCl2を 0.7 μl(最終濃度 1 mM)、100 mM の GTP を 1.75 μl (最終濃度 1 mM)
加えて 3 分間氷上に置いた。 
(14) チューブを 37°C の恒温槽に移し 2 分間おいた。 
(15) 37°C にしておいた glycerol を 89 μl 加え、溶液全体が混ざるようにやさし
くまぜ、30 分間 37°C の恒温槽で重合させた。 
(16)  37°C にしておいた Low pH Cushion 0.5 ml の上に微小管を 270 μl のせ、
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遠心分離した。(75000 rpm、20 分間、37°C、Beckman TLA 100.2) 
(17) Cushion の上の溶液を抜き、Cushion の上を 37°C にしておいた Injection 溶
液 200 μl で界面を 2 回 wash した後、Cushion を取り除いた。 
(18) 37°C にしておいた Injection 溶液 200 μl でペレットを 2 回 wash した後、
4°C にしておいた 60 μl の Injection 溶液で微小管のペレットがなくまるまで懸濁し
た。 
(19) 新しいチューブに上清を移し、30 分間 氷上に静置して脱重合させた。10 
分間ごとにピペッティングを 30 回行い混合した。 
(20) 遠心分離を行った。(80000 rpm、10 分間、2°C、Beckman TLA 100.2) 
(21) 上清を 0.5 ml チューブに取り、5 倍濃度の BRB80 を 6 μl 加えて 100 μl ず
つ分注し、液体窒素で凍結し、液体窒素中に保存した。 
 精製の結果、それぞれ以下の濃度、染色率のチューブリンが得られた。タンパク濃度は
CBB 染色によるブラッドフォード法で求めた。またローダミンとアレクサ 488 に関して、
それぞれの色素の吸光波長での吸光度とモル吸光係数から染色率を求めた(ローダミン: 吸
光波長 576 nm、モル吸光係数 82000 L/mol･cm、アレクサ 488: 吸光波長 495 nm、モル吸光
係数 71000 L/mol･cm)。 
 
 ビオチン修飾したチューブリン: 16 mg/ml 
ローダミン修飾したチューブリン: 18.6 mg/ml、染色率 78.6% 
アレクサ 488 修飾したチューブリン: 34.6 mg/ml、染色率 16.8%  
  
 微小管の重合 
 上記の修飾チューブリンと未修飾のチューブリンを混合して重合し、グライディングア
ッセイ及びビーズアッセイで用いる微小管を作製した。 
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 グライディングアッセイで用いたローダミン-ビオチン 微小管はチューブリン: ローダ
ミン修飾チューブリン: ビオチン修飾チューブリン = 170: 5: 1 になるように混合した。混
合の操作はできるだけチューブリンの重合が進まぬように氷上ですばやく行った。 
 目的の比率に混合したチューブリン 100 μlに対し、100 mM GTP を1 μl (最終濃度1 mM)、
1 M MgCl2 を 1 μl (最終濃度 1 mM)加え、37℃で 30 分間重合させた。重合後に taxol を 40 
μM になるように加え、室温で 30 分間静置した後、4℃で 1 週間程度保存した。 
 また GMPCPP で安定化した微小管の重合には、チューブリン精製時に混入している GTP
を取り除いてから重合を行った。まず前述と同様の比率でチューブリンを混合したもの 50 
μl に対し 0.4 ml BRB80 を加えて限外濾過フィルターチューブ(ミリポア、Amiconn ultra0.5, 
Ultracel-30 membrane)を用いて限外濾過した(14000 rpm、5 分間、4℃、eppendrf 5424R)。次に
20 mM GMPCPP (Jena Bioscience, GpCPP, Nu405S)を溶かした BRB80 を 0.4 ml 加え、同様に
限外濾過する操作を 2 回繰り返した。最後にユニット中のチューブリン溶液 50~100 μl を回
収し、25 μl のチューブリン溶液に対して終濃度 0.4 mM となるように GMPCPP を加えて混
合し、37°で 60 分重合を行った。重合後のサンプルは、通常の微小管と同様に保存した。 
 
 カゼイン溶液の作製 
 カゼイン (Casein from Milk、nacalai、07319-82)を Casein 溶液 (25 mM Hepes-NaOH pH8.6、
50mM K-Acetate)に 20 mg/ml で溶かし、低温室でチューブを回転させながら 30 分間攪拌し
た。溶液を 100.2 の遠心管に入れて遠心分離し、上清を分離した(100000 rpm、2℃、Beckman 
TLA 100.2 )。さらに上清をフィルターし (Ultrafree-MC Centrifugal Filter Units、0.1μm)、11~14 
mg/ml のカゼイン溶液を得た。濃度はブラッドフォード法により測った。作製後 1 週間程
度、冷蔵保存した。グライディングアッセイで使用する際は、50 K-Ace 溶液(10 mM PIPES、
50 mM K-acetate、4 mM MgSO4、1 mM EGTA、pH 7.4、0.2 μm のフィルターでろ過)で 1 mg/ml
になるように稀釈して用いた。 
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 ローダミン-ビオチン 微小管への QD525 の付加 
 BRB80t (BRB80 + 20 μM taxol)でローダミン-ビオチン 微小管を 50 倍に稀釈、QD525 を
100 倍に稀釈した。稀釈した微小管は常温に、稀釈した QD525 は氷上に置いた。稀釈した
QD525 を 3 μl とってチューブに移し、稀釈した微小管を 3 μl とって加えた。ゆっくりと 3
回ピペッティングして混合し、そのまま常温で 20 分から 60 分反応させた。グライディン
グアッセイでチャンバーに流し込む直前にカゼイン (最終濃度 0.4 mg/ml)を加え、BRB80t
で 50 μl に稀釈した。 
 
 チャンバー作製 
 24 × 36 mm のカバーガラス(Matsunami NEO Micro cover glass、Thickness NO.1)の上に、
両面テープ (ナイスタック、NW-25、幅 25 mm ×厚さ 100 nm)を 5 mm ×25 mm 程度の大きさ
に 2 枚切り、約 3~4 mm の幅で貼り付けた。その上に 18 × 18 mm のカバーガラス(Matsunami 
Micro cover glass、Thickness NO.1)を貼り付け、長さ 25 mm、幅 3~4 mm、厚み 100 nm のチ
ャンバーとした。全てのバッファーを流し終えた後、液体の蒸発を防ぐためマニキュアをチ
ャンバーの両端に塗った。チャンバーの容量は約 7.5 μl だった。 
 
 
 
 
Figure 15 チャンバーの模式図 
二枚のカバーガラスの間に 2 列の両面
テープを並べて貼って流路を作製し、最
後にマニキュアで 2 つの出口を封じてチ
ャンバーとした 
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 ATP 溶液の組成 
 グライディングアッセイで最後に流しいれる ATP 溶液は、蛍光退色を防ぐ試薬(スカベン
ジャー)、ATP 濃度を一定に保つための ATP 再生系試薬を 50 K-Ace 溶液に加えた溶液を用
いた。50 K-Ace 溶液 は、計測前に常温にした。酵素反応による pH の変化を避けるため、
基質となるグルコースはチャンバーに流しいれる直前に加えた。 
 
Table 1 ATP 溶液の組成 
試薬 加える量 ストックの濃度 終濃度 
Catalase 1 μl 20% 0.2% 
Glucose oxidase 1 μl 2500 U/ml 25 U/ml 
Creatine kinase 1 μl 30 mg/ml 0.3 mg/ml 
Creatine phosphate 1 μl 500 mM 5 mM 
taxol 1 μl 2 mM 20 μM 
DTT 1 μl 100 mM 1 mM 
ATP 1-10 μl 1 mM or 0.1 mM 1-100 μM 
Glucose 3 μl 150 mg/ml 4.5 mg/ml 
50 K-Ace 82-91 μl   
 
 
 チャンバーへの流しいれの手順 
 チャンバーに、試薬を (1)~ (6)の順に流しいれ、観察を行った。チャンバーにはピペット
マンを用いて常に片側から試薬を流しいれ、反対側からろ紙で吸引した。溶液の交換が十分
50 K-Ace 溶液に上記の退色防止剤(Catalase, Glucose oxidase, Glucose)、ATP 再生系試薬
(Creatin kinase, Creatine phosphate)などを加え、最終的に 100 μl となるように調製した。 
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に行われるよう、流しいれは 30 秒以上かけてゆっくりと行った。 
(1) ダイニン、7.5 μl、3 分 
(2) カゼイン、30 μl、2 分 
(3) 50 K-Ace 溶液、30 μl  
(4) QD525 付加微小管、15 μl、2 分  
(5) 50 K-Ace 溶液、15 μl  
(6) ATP 溶液、15 μl 
試薬を流し終えたチャンバーの出入り口にマニキュアで封をして顕微鏡にセットして観
察した。 
 
 観察方法  
 顕微鏡は Nikon TE2000-U、光源は Nikon Intensilight C-HGFIE、カメラは Andor Technology、
iXon X3 DU-897 を用いた。室温は 23℃から 25℃になるようにし、観察時間は最大 30 分程
度とした。 
まずローダミン観察用のフィルターをセットして微小管を探し、撮影をスタートした。す
ぐに QD525 観察用のフィルターに切り替えて撮影を続け、最後にもう一度ローダミン観察
用のフィルターに切り替えて微小管の位置を確認し、撮影を終了した。露光時間は観察する
条件により 0.03 秒から 2 秒の範囲とし、減光フィルターを挿入して露光時間あたりの光量
が等しくなるようにして観察した。 
z 軸方向の変位を定量する場合、光路にプリズムを挿入し、2 つの像が重ならないように
視野全体の四分の一程度に像を絞って観察した。像を 2 つに分けて観察するため、光量を通
常の観察に比べ倍程度に増やして観察を行った。観察の手順は通常の観察と同様に行った。 
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 解析方法 
 得られた SIF 形式の動画を TIFF 形式で出力し、目的の QD525 の輝点の位置を解析した
(Igor)。2 次元での観察の場合、Igor のマクロを用いて輝点の輝度情報をガウス分布でフィッ
ティングし、ナノメートルの精度で 2 次元の位置情報を得た。得られた輝点の変位を x 軸
が微小管の運動方向となるように座標を回転し、最終的な xy 座標とした。この輝点の x 座
標を経過時間に対してプロットし、直線で近似することで速度を見積もった。輝点の運動が
y 方向に周期的な振動を示している場合、この xy 座標の軌跡をサインカーブで近似し、3 周
期以上運動する輝点について回転しているとみなしてピッチ、回転速度などのデータを見
積もった。ただし例外として、各輝点が平均で 1 μm 以上の長周期で振動する条件では、3
周期以上振動する輝点のデータを取得するのが困難であったため、2 周期以上運動するもの
を回転しているとみなした。 
 3 次元観察によって得られた動画については、同様の手順で 2 つの像の輝点をそれぞれガ
ウス分布でフィッティングすることでそれぞれの見かけの位置情報を得た。この二つの見
かけの xy 座標の平均値から実際の xy 座標を、また 2 つの見かけの y 座標の差に前述の方
法で求めたキャリブレーションファクターを乗じたものを実際の z 座標として xyz 座標を
求めた。この計算は、解析ソフト Igor 上のマクロを用いておこなった。また、2 次元の際と
同様に x 軸方向が微小管の運動方向となるように xy 座標を回転し、最終的な位置情報を得
た。 
 
 滑り運動する微小管の曲がりの定量 
三頭の外腕ダイニン、ATP 濃度 10 μM の条件で、前述と同様に作製した微小管に QD525
を付加せずに BRB80t で 5000 倍稀釈し、その他は同様の手順でチャンバーに流し入れ、観
察に用いた。 
倒立顕微鏡(Nikon, TE2000-U)の右ポート(三次元位置検出光学系を設置していないポー
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ト)に倍率 0.6 倍の縮小レンズを入れ、三次元計測に用いていたカメラ(Andor iXon X3 DU-897)
を付けかえて視野を広くした状態でローダミンの蛍光から微小管の滑り運動を観察した。(1 
pixel : 66.7 nm → 261 nm)。expousure time 5 s, cycle time 60 s, ND32 のフィルターを使用。 蛍
光の退色を抑えて長時間観察するため、露光の際のみ手動でシャッターを開けて撮影した。 
滑り運動する微小管の内、折れておらず、他の微小管と重ならずに進む微小管のみを対象
とし、微小管全長が視野内に収められているフレームにおける微小管先端の座標を手動で
取得し、xy 座標の軌跡を得た。得られた全ての微小管の軌跡を、1 frame 目から 2 frame 目
までの移動方向が x 軸方向となるように回転移動して規格化し、解析に用いた。また、各
frame 間での移動角度を算出し、その分布を調べた。 
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 実験結果 
 三次元位置検出光学系 
 三次元位置検出のキャリブレーション 
 3 次元観察光学系について、1.2.3.2 の様にプリズムで分割した 2 つの像から z 座標を求
めるためにキャリブレーションを行った。ステージ制御コントローラ(中央精機、QT-CM2)
を用いて対物レンズを一定速度で上下に移動させることで、ガラス面上に置いた QD525 の
相対位置を一定速度で上下させた。このときの 2 つの像は Figure 16 のように変化した。こ
れらの像の輝点の中心位置をガウスフィッティングにより求め、y 座標の差の変化(図 10 を
参照)と、対物レンズの移動速度から見積もった z 座標の変化の間の比例定数 (キャリブレ
ーションファクター)を Figure 17 の方法で計算した。 
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プリズムを通っていない像 (Right) 
 z =-400 nm   z = 0 nm   z = +400 nm 
プリズムを通った像 (Left) 
z =-400 nm   z = 0 nm   z = +400 nm 
Figure 16 対物レンズの上下移動による静止した QD525 像の変化 
1.2.3.4 に記述したように、微小管が運動しない条件で微小管に結合した量子ドットを観察
し、焦点の位置から対物レンズを上下 400 nm ずつ動かしたときの像の変化。上段の連続写真
がプリズムを通っていない光による像、下段がプリズムを通った光による像。カメラ上の画
像の位置関係から、それぞれを Right、Left とした。 
Right と Left について、それぞれ左から対物レンズを 400 nm 上方(チャンバーに近づく方
向)に移動させた位置での像、焦点位置での像、対物レンズを下方(チャンバーから離れる方向)
に 400 nm 移動させた像。 
x 
ｙ 
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Figure 17 キャリブレーションファクターの算出 
対物レンズを一定速度で移動させた際の像(Figure 16 を参照)についてガウスフィッティン
グにより中心座標などを求め、キャリブレーションファクターの算出を行った。 
上図: 対物レンズの移動に対する左右の像の y 座標の差のプロット。ジャストピントから
対物レンズを 1 μm 上げ、その後 2 μm ずつ下げる、上げるを繰り返した。速度 1 μm/s, exposure 
time 0.1, 800 枚、2 枚を平均化して解析した。 
下図: ガウスフィッティングにより得られた輝点の強度及び分布の幅。Sigma の極小値三箇
所をガウスでフィッティングし、fit_Sigma_1, 2, 3 からそれぞれ極小のポイントをさがした。 
3 点の前後 20 ポイント(上下 400 nm に相当)の範囲で、上図を直線でフィッティングするこ
とで、その傾きとしてキャリブレーションファクターを求めた。それぞれの傾きの絶対値は
1.26, 1.20, 1.18 となった。平均を取り、キャリブレーションファクターは 1.19 ≒ 1.2 とした。 
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 三次元位置検出の精度 
 no nucleotide 状態でダイニン上に静止した微小管に結合した QD525 について、位置精度
の計測を行った。 
より高速で行った 30 frame/s の計測の方が精度が悪いものの、どちらの frame rate におい
ても、xy で 5 nm, z で 10 nm 程度の精度が得られた。また、x 座標に比べ y 座標の方が計測
精度が低い傾向が見られた。 
 
Table 2 各 frame rate における xyz 座標の位置精度 
20 秒計測の SD 
座標 10 frames/s 30 frames/s 
x 3.9 nm 6.2 nm 
y 5.5 nm 9.3 nm 
z 10.1 nm 15.5 nm 
 
静止した QD525 について 10 frames/s, 30 frames/s で 20 秒間の三次元計測を行い、xyz の各
座標を分布をガウス分布でフィッティングすることで、それぞれの SD を得た。 
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Figure 18 三次元位置検出の位置精度 
10 frame/s での計測（A, B）及び 30 frame/s での計測（C, D）について、各座標の計測座標の
分布を 3D plot （A, C）及び二次元のヒストグラム（B, D）で示した。また各ヒストグラムに
ついてガウス分布でフィッティングして(赤線)分布の SD を調べた。 
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 外腕ダイニン及びそのサブユニットの精製 
 外腕ダイニンの単離 
 ショ糖密度勾配遠心によって、外腕ダイニンと内腕ダイニンを分離した。 
 
 
 
 遠心分離後、図 16 に示すように内腕ダイニン、外腕ダイニンがそれぞれ得られた。その
うち高密度側の分画 (各 1.5 ml)から 1-7 番目程度までを集め、キモトリプシン処理、Mono-
Q カラムによる精製に用いた。ブラッドフォード法により測ったダイニン濃度は 0.2~0.5 
Figure 19 ショ糖密度勾配遠心による分離の結果 
軸糸(50 kDa 程度のチューブリンを多く含む)から高塩濃度処理によってダイニンを抽出し
た(左側 3 つのレーンを参照)。抽出したダイニンをショ糖密度勾配遠心にかけることで、密
度の高い分画から順に外腕ダイニン、内腕ダイニン、チューブリンなどがそれぞれ分離され
た。 
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mg/ml 程度だった。 
  
 キモトリプシン処理と Mono-Q カラムによる精製 
外腕ダイニンを 2 つのサブユニットに分離するためキモトリプシン処理を行った。処理時
間とキモトリプシン濃度を変化させ、それぞれの条件で AKTA によりタンパク質が溶出す
る塩濃度がどう変化するか調べた。サンプルに用いたショ糖密度勾配遠心後の外腕ダイニ
ンは、0.34 mg/ml であった。グラフ縦軸は AKTA によって測った 280 nm の吸光度 (単位は
任意単位)。グラフ中の色つきの数字は各回の分画番号で、横軸とは対応していな 
い。色、番号は後述の電気泳動の結果と対応している。 
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キモトリプシン処理を進めると未処理の時には検出されなかった溶出塩濃度 0.17 ~ 0.21 
M のピークのタンパク濃度が増加し、さらに処理を進めるにつれて溶出塩濃度 0.27 ~ 0.36 
M のピークが高塩濃度のピークから順に減少しより低塩濃度のピークのタンパク濃度が増
加する傾向が見られた。 
 
 
 
Figure 20 キモトリプシン処理条件による各ダイニンの溶出ピークの変化 
各処理条件のサンプルを AKTA での塩濃度勾配によって溶出した際の溶出ピーク。縦軸は
AKTA により計測した吸光度(任意単位)、横軸は溶出を始めてからの溶出量と塩濃度を示し
ている。また各溶出ピークについて、後述する電気泳動での確認を行った。各ピークに併記
した番号はそれぞれの精製の際の分画番号。番号及び処理条件の色分けは Figure 21 ~ Figure 
23 と共通。マゼンダの点線で示した 0.25 M を境にそれぞれの分画を低濃度での溶出分画、
高濃度での溶出分画とし、Figure 22 でのキモトリプシン処理によるバンドの推移の分析に
用いた。また、後述の SDS-urea-Page の結果から、それぞれのダイニンについて図中の溶出濃
度で精製した。 
Figure 21 キモトリプシン処理条件によるバンドの変化(SDS-urea-PAGE) 
それぞれのピークについて、SDS-urea-PAGE により各ダイニン重鎖のバンド構成の変化を
調べた。2 つのキモトリプシン濃度について、左から処理時間の短い順に、また同条件の中
で溶出塩濃度の低い順に並べてある。 
49 
これらのピークについて、主要なもの (グラフ中に番号の振ってあるピーク)について、
SDS-PAGE、SDS-urea-PAGE によりバンドを比較した。先行研究により、SDS-urea-PAGE を
行うことで各ダイニン重鎖のバンドが分離して見えることが報告されている(Toyoshima, 
1987a, 1987b) 。 
 この結果について、この先行研究を参考に考察した。SDS-urea-PAGE における未処理の段
階の上から 3 本の濃いバンドは、それぞれ α、β、γ重鎖のもので、その下にある薄いバンド
も γ 重鎖のバンドであることが先行研究により示されている。溶出塩濃度 190 mM 付近で
検出されるピーク、溶出塩濃度 250 mM 以上で検出されるピークはそれぞれ先行研究で密
度勾配遠心によって分離された低密度の分画、高密度の分画とそれぞれほぼ同じバンドの
推移を示していた。このことから、先行研究による各バンドがどの重鎖由来のものであるか
の帰属を元に、キモトリプシン処理によって生じた各バンドを以下に示すようにそれぞれ α、
β、γに帰属した。1 から 6 までの番号は、先行研究に準じている。3.5、4.5 のバンドについ
ては先行研究では言及されていなかったが、その他のバンドとの相対的な位置関係から帰
属した。これらのバンドが先行研究で見えなかったのは、3.5 に関しては 3 と 4 の中間の状
態のためメインバンドになる条件がないこと、4.5 に関してはこのバンドが見える条件まで
長く処理していなかったことなどが原因として考えられる。 
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またこのサンプルについて、SDS-PAGE によりダイニン重鎖以外のバンドの比較も行っ
た。重鎖のバンドに関しては、同一条件の高塩濃度にある複数のピークに違いは見られな
かったが、外腕ダイニンに付属するタンパクと見られる 80 kDa、110 kDa 程度のタンパク
がそれぞれ溶出塩濃度 0.29 M 付近と 0.33 M 付近のピークに特徴的に見られた。 
Figure 22 SDS-urea-PAGE の各バンドの帰属 
色分けおよび分画番号は図 17 と共通。上半分は高溶出塩濃度で検出されるピークのバン
ド構成、下半分は低溶出塩濃度で検出されるピークのバンド構成を示している。濃く見える
バンドについては黒、薄く見えるバンドについてはグレーで表している。処理時間の下の数
字は、そのバンド構成に近いピークの分画番号。 
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これらの結果から、αサブユニット、βγ サブユニットを精製する際のキモトリプシン処理
条件を決めた。αサブユニットに関しては、元の重鎖が 530 kDa なのに対し、3 番が 410 kDa、
4 番が 390 kDa であるため、できるだけ機能を保存していると考えられる 3 番のバンドがメ
インバンドとなる条件、すなわちキモトリプシン 0.02 mg/ml、処理時間 6 分の条件が適当
Figure 23 キモトリプシン処理条件によるバンドの変化(SDS-PAGE) 
それぞれのピークについて、SDS-PAGE により各ダイニン重鎖以外のバンド構成の変化を
調べた。ゲル濃度 10%、300 V、40 mA、50 分。 
2 つのキモトリプシン濃度について、左から処理時間の短い順に、また同条件の中で溶出
塩濃度の低い順に並べてある。 
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だと判断した。また βγ サブユニットに関しては、処理が足りないと α のバンドが高塩濃度
側のピークにも残っている (すなわちまだキモトリプシンによって分離していない 3 頭の
外腕ダイニンが残っている)こと、また処理をしすぎるとバンドの構成が変わりより短くな
った 6 番のバンドが出てきてしまうことから、その中間の条件として 2、3、5、のバンドが
メインになる条件、すなわちキモトリプシン 0.1 mg/ml、処理時間 6 分の条件が適当だと判
断した。実際それぞれのサブユニットを精製する際は、キモトリプシン処理前の外腕ダイニ
ンの濃度が異なるため、その濃度に応じて処理時間を調節した。複数のピークからなる部分
に関しては、重鎖のバンドに違いが見られないピークは基本的に混合してから保存した。外
腕ダイニンに関しては、270から 300 mM付近でピークが肩になっている部分 (0 分 46-47、
Figure 20 参照)では重鎖のバンドに違いが見られた (後半のピークのバンドは 1、2、3 と 5
の薄いバンドなのに対し、1、2、5 のバンドであった。Figure 22 参照)ため、後半の 2 つの
ピークを含む分画を混合してサンプルとした。 
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 各ダイニンの精製結果 
Mono-Q カラムによる分離精製で、外腕ダイニンとそのサブユニットが目的の状態で精製
できた。電子顕微鏡観察により確かめたところ、それぞれが 3 頭構造、2 頭構造、単頭構造
を持ったダイニンであった。 
 
 
 
 
  
Figure 24 各ダイニンの精製結果 
左側は精製した各ダイニンの SDS-urea PAGE のゲル写真。右側は各ダイニンを電子顕微鏡
による負染色観察したものの代表的な画像。画像右下のスケールバーがそれぞれ 20 nm。 
ダイニンの電子顕微鏡観察は、以下の方法で豊島研究室齋藤氏に依頼して行った。まず、
観察用グリッドの製作については、真空蒸着装置（真空デバイス社、VE-2020）で使用直前に
割断して表面が一様なマイカ基盤上に蒸着し、カーボンの薄膜を水面に剥離させて浮かべた
ものを、アセトンで超音波処理した銅グリッド(VECO 社グリッド、Cu Hexagonal H-400)に貼
りつけ、乾燥させた。 
作製したグリッドは、使用直前に親水化し、密度勾配遠心後のサンプル溶液を 20 nM 程度
の濃度に希釈して 10 μl 載せた。約 60-70 μl の MME バッファー（30 mM MOPS, 5 mM MgCl2、
1 mM EGTA, pH 7.4）で十分にリンスした後、1.5%酢酸ウラン溶液約 20 μl で染色し、迅速に
乾燥させた。精製したタンパク質サンプルの濃度が十分に高い場合は、MME バッファーに
200 mM KCl を加えた希釈用バッファーで適当な濃度(5 ~ 10 μg/ml)に希釈して観察した。 
観察は、透過型電子顕微鏡(Hitachi、H7500）を用いて 80 kV、40,000 倍で行った。撮影は
CCD カメラ（Fast-scan-F114）によって行った。 
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 外腕ダイニンによるグライディングアッセイ 
 外腕ダイニンによる微小管滑り回転運動 
三頭の外腕ダイニンをガラス面に付着させ、
QD525 を付加した微小管、ATP を流し入れたチャン
バーを前述の三次元位置検出顕微鏡で観察をおこな
った。結果、Figure 25 のようにローダミン修飾微小
管が滑り運動することに加え、微小管に結合した
QD525 の運動が観察された。 
この QD525 の軌跡を前述の方法で軌跡の解析する
ことで、Figure 26 のように外腕ダイニンによって微
小管が長軸方向に滑りながら回転運動するコークス
クリュー運動をすることがわかった。このような外
腕ダイニンによるコークスクリュー運動は、本研究
で初めて見つかったものである。また回転の向きは
右ねじの方向、すなわち微小管を長軸進行方向の後
ろ側からみて時計回りに回転する方向であった。こ
の回転の向きは、先行研究(Vale and Toyoshima, 1988) 
で報告されていた内腕ダイニンによるコークスクリ
ュー運動と同方向であった。 
 
 
Figure 25 グライディングアッセイの三次元計測 
一番上がローダミンによる微小管の蛍光像、その後順に 10 秒ごとの QD525 の像。左側、青
の矢頭がプリズムを通った像、右側、赤の矢頭がプリズムを通っていない像の QD525 を示し
ている。bar: 10 μm 
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このコークスクリュー運動は速度、回転速度ともに等速の運動であり、このとき軌跡の
xy plot は Figure 26 のように sin 波様の軌跡となった。これを sin 波にフィッティングする
ことで回転のピッチを得た。回転のピッチは、微小管が 1 回転するごとに並進方向に進む
距離(μm/ rev)で表される。 
 
 
 
 
Figure 26 外腕ダイニンによる微小管のコークスクリュー運動 
a: 外腕ダイニンによるコークスクリュー運動の三次元プロット。外腕ダイニンによって滑
り運動する微小管が、右ねじの方向に回転している。矢印は微小管の滑り方向。b: 微小管の
x 座標(滑り方向)の時間変化。等速で並進運動している。c: 微小管の回転数の時間変化。等速
で回転運動している。d:x 座標に対する y 座標、z 座標の変化。どちらもサイン波様に周期的
に変化している。z 座標の方が 1/4 周期遅れていることは、右ねじ方向に回転していることに
よる。xy のグラフをサイン波でフィッティングすることで、回転運動のピッチを求めた。e: 
コークスクリュー運動の yz プロット。微小管を滑り運動する方向の逆側から見て、時計回り
に微小管が回転している。回転の振幅はおよそ 25 nm で、これは微小管の直径、QD525 の直
径から予想される大きさと一致している。 
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 滑り回転運動の微小管長さ依存性の有無 
 異なる長さの微小管に対して、コークスクリュー運動に違いが見られるかどうかを検
証した。結果、外腕ダイニンでは、ピッチ(Figure 27)、並進速度(Figure 28)、回転速度
(Figure 29)のいずれにおいても微小管の長さ依存性は見られなかった(Table 3)。 
 
 
 
 
 
 
Figure 27 微小管長さに
対するピッチの変化 
外腕ダイニンの ATP 濃
度 10 μMでのグライディン
グアッセイにおいて、微小
管の長さに対してピッチ
の値をプロットした。 
Figure 28 微小管長さに
対する並進速度の変化 
外腕ダイニンの ATP 濃
度 10 μM でのグライディ
ングアッセイにおいて、微
小管の長さに対して並進
速度の値をプロットした。 
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Table 3 微小管長さに対する各指標の相関係数 
 ピッチ 並進速度 回転速度 
相関係数 0.08 0.25 0.18 
 
 
 GMPCPP 微小管での微小管滑り回転運動との比較 
 微小管は複数のプロトフィラメントが周上に束ねられた構造を持ち、このプロトフィ
ラメントの数によりそれ自体がねじれの構造を持つ。このねじれの有無及びピッチは微小
管のプロトフィラメント数によって異なり、またそのプロトフィラメント数は下図のよう
に微小管を安定化する方法によって異なる。taxol で固定した微小管では 14 本もしくは 13
本のプロトフィラメントを持つ物が主となり、重合時に GTP の替わりに GMPCPP を用い
ることで安定化した微小管では、プロトフィラメント数が 14 本となる。このとき微小管
は 14 本では左ねじの方向に 7 μm のピッチでねじれ、13 本ではねじれの無い構造を持つ。 
微小管の長さに対して、ピッチ、並進速度、回転速度のそれぞれについて相関係数を求め
た。いずれも、微小管の長さに対する相関は見られなかった。 
Figure 29 微小管長さに
対する回転速度の変化 
外腕ダイニンの ATP 濃
度 10 μM でのグライディ
ングアッセイにおいて、微
小管の長さに対して回転
速度の値をプロットした。 
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 この微小管自体のねじれの構造の差異がコークスクリュー運動に対して顕著な影響を与
えているか知るために、それぞれの方法で重合、安定化した微小管を用いて三頭外腕ダイ
ニンによるグライディングアッセイを行った。 
 結果、2 種の微小管を用いたグライディングアッセイでのピッチの分布は下図のように
なった。これらの分布について t 検定を行ったが、顕著な差は見られなかった(p value = 
0.52) 
  
Figure 30 安定化法の違いによる微小管の pf 数とピッチの変化 
14 プロトフィラメントの微小管は左ねじの方向に 7 μm のピッチでプロトフィラメントが
ねじれた構造となる(上)のに対し、13 プロトフィラメントの微小管ではプロトフィラメント
がねじれない構造(下)となる。赤いラインは 1 本のプロトフィラメントについて図示したも
の、GMPCPP を用いて重合させた微小管では 14 プロトフィラメントで構成された微小管と
なるのに対し、taxol で安定化した微小管では 14, 13 プロトフィラメントで構成された微小
管となる。 
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 外腕ダイニンにより滑り運動する微小管の曲がり 
 ダイニンによる微小管長軸方向以外の方向への力発生を示唆する減少として、一部の
内腕ダイニンで報告されている滑り運動する微小管が方向を一定方向に曲げながら進む減
少について外腕ダイニンでも見られるかどうかについて、実験を行った。 
滑り運動する微小管を低倍で長時間観察した結果、各微小管の軌跡は以下のようになっ
た。それぞれの軌跡は、最初と次のフレームの間の変位が図の x 軸方向となるように回転
した。分布に広がりはあるものの、ダイニン、微小管の乗っているガラス面を上から見た
ときに、全体として進行方向に左方向に曲がって滑るのが確認できた。 
Figure 31 GMPCPP 微小管と taxol 微小管での回転運動のピッチの比較 
GMP-CPP 微小管及び taxol 微小管での ATP 10 μM での三頭の外腕ダイニンによるコーク
スクリュー運動のピッチのヒストグラム。GMP-CPP 微小管(n =55, グレー)と taxol 微小管 (n 
=95, 赤)について、総数が 1 となる様に規格化し、0.1 μm の各区間の比率をプロットした。
また、それぞれについて解析ソフト Igor 上でガウス分布に対してフィッティングを行った。 
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次に、各フレーム間の微小管の滑り方向の角度を算出し、前後のフレームの間でその差
を調べることで、1 フレーム= 1 分でどの程度微小管の進行方向が変位しているのか調
べ、その角度変化ヒストグラムでプロットした(Figure 33)。Igor でガウス分布にフィッテ
ィングしたところ平均値は 3.2 度となった。 
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Figure 32 曲がりながら滑り運動する微小管の軌跡 
外腕ダイニンの ATP 濃度 10 μM のグライディングアッセイにおいて、各微小管の先端を
トラッキングし、1 フレーム 1 min の撮影の最初の 2 フレーム間の移動方向が x 軸方向にな
るように座標変換して各軌跡をプロットした。 
61 
ｇ 
 
 
 外腕ダイニン及びそのサブユニットの微小管滑り回転運動 
 α サブユニットによる微小管滑り運動におけるブロッキング剤の影響 
 先行研究(Vale and Toyoshima, 1989)では、キモトリプシン処理によって分離、精製した
αサブユニットについて、グライディングアッセイによる運動が報告されていなかった。そ
のため、ダイニン濃度、ブロッキング法による αサブユニットの運動の有無を調べた。 
 結果、本研究では、Casein によるブロッキング、ダイニン濃度 0.8 μM の条件で、初めて
α サブユニットによる微小管滑り運動が観察された。使用した Casein によるガラス表面の
ブロッキングでは、本研究より低濃度で、先行研究と同等のダイニン濃度 0.12 μM でも、
グライディングアッセイによる微小管滑り運動が観察された。また、先行研究で用いられて
いた BSA でのブロッキングでも、本研究で使用したダイニン濃度では滑り運動が観察され
た。 
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Figure 33 滑り運動する微小管における、１分間の滑り角度の変化量 
外腕ダイニンの ATP 濃度 10 μM のグライディングアッセイにおいて、各微小管の先端を
トラッキングし、1 フレーム 1 min の撮影の各フレーム間の移動方向を算出した。その各フ
レーム間の移動の角度変化のヒストグラムを図示した。平均値は 3.2 度。 
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Table 4 表 濃度、ブロッキング法による微小管滑り運動の有無 
α サブユニットの濃度 
Casein 
(1.0 mg/ml) 
BSA 
(0.5 mg/ml) 
0.12 μM ○ × 
0.5 μM 未計測 ○ 
0.8 μM ○ ○ 
 
 
 βγ, α サブユニットによる微小管回転運動 
三頭の外腕ダイニンと同様の条件で、βγサブユニット及び αサブユニットによる微小管
の運動を三次元位置検出顕微鏡により計測した。結果、それぞれにおいて、同様のコーク
スクリュー運動が初めて観察された。この運動の回転の向きは、三頭の外腕ダイニンと同
様に右ねじの方向であった(Figure 34)。 
 
 
Casein 及び BSA をブロッキング剤として用いた際の微小管滑り運動の有無をダイニン濃
0.12 μM, 0.5 μM, 0.8 μM で調べた。それぞれの条件で、○は微小管の滑り運動が見られたも
の、×は見られなかったもの。また Casein によるブロッキング、ダイニン濃度 0.5 μM では計
測していない。 
Figure 34 βγ 及びαサブユニットによる微小管コークスクリュー運動 
βγ サブユニット(A), α サブユニット(B)コークスクリュー運動の 3d plot。それぞれ ATP 濃
度 10 μM で計測を行った。 
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 微小管回転運動の ATP 濃度依存性 
外腕ダイニ及び各サブユニットについて、最終溶液の ATP 濃度を 1, 3, 10, 30, 100 μM で
変動させ、グライディングアッセイを行った。結果、ATP 濃度の上昇に伴って並進、回転速
度が上昇するのみならず、一部のダイニンでは回転のピッチが変化することがわかった
(Figure 35)。低 ATP 濃度の条件、ATP 濃度 1 μM では三頭の外腕ダイニン及び αサブユニッ
トで 10 μM の条件の倍以上の長さにピッチが増大したのに対し、βγサブユニットは ATP 濃
度によってあまりピッチが変化しなかった(Figure 36、  
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Table 5、Table 6)。並進速度は ATP 濃度 1 μM 以外の条件では各サブユニット間でほぼ同
様の値を示した。 
 
 
 
 
Figure 35 1μM, 100 μM での外腕ダイニンによるコークスクリュー運動 
A: ATP 濃度 1 μM でのコークスクリュー運動の 3D plot。0.5 frame/sec で撮影し、5 frame を
平均化した。矢印は 100 秒間の移動方向と距離。ピッチ 2.0 μm。 
B: ATP 濃度 100 μM でのコークスクリュー運動の 3D plot。10 frame/sec、平均化はしていな
い。矢印は 0.5 秒間の移動方向と距離。ピッチ 0.50 μm。 
Figure 36 ATP 濃度の変化に対する
各サブユニットによる運動のピッ
チの変化 
ATP 濃度の変化に対する各ダイニ
ンのピッチをプロットした。各点は
平均値、エラーバーは SD。 
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Figure 37 ATP 濃度の変化に対する各サブユニットの並進速度、回転速度の変化 
ATP 濃度の変化に対する各ダイニンの並進速度(左図)、回転速度(右図)をプロットした。縦
軸の速度は左右とも対数表示。各点は平均値、エラーバーは SD。 
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Table 5 各 ATP 濃度での外腕ダイニンによる微小管のコークスクリュー運動 
 
ATP  αβγ 
concentration   pitch  sliding velocity  rotational velocity 
μM   μm  μm/s   rev/s 
1  1.6 ± 0.5 (13/15)  0.020 ± 0.04  0.014 ± 0.005 
3  0.84 ± 0.15 (16/16)  0.082 ± 0.017  0.10 ± 0.03 
10  0.76 ± 0.17 (96/101)  0.23 ± 0.06  0.32 ± 0.13 
30  0.75 ± 0.14 (6/6)  0.66 ± 0.15  0.90 ± 0.20 
100  0.61 ± 0.12 (5/5)  1.7 ± 0.5  2.9 ± 1.1 
各 ATP 濃度における外腕ダイニンによる微小管のコークスクリュー運動のピッチ、並進速
度、回転速度。カッコ内の数字は右が計測した微小管の本数、左がそのうちコークスクリュ
ー運動が計測できたものの本数。 
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Table 6 各 ATP 濃度での α 及び βγ サブユニットによる微小管のコークスクリュー運動 
ATP  βγ 
concentration   pitch  sliding velocity   rotational velocity 
μM    μm  μm/s   rev/s 
1  0.81 ± 0.23 (19/27)  0.035 ± 0.009  0.049 ± 0.024 
3  0.71 ± 0.12 ( 8/11)  0.13 ± 0.03  0.18 ± 0.07 
10  0.62 ± 0.10 (27/34)  0.33 ± 0.08  0.55 ± 0.16 
30  0.67 ± 0.13 (13/13)  0.93 ± 0.10  1.4 ± 0.3 
100   0.86 ± 0.16 (8/14)  2.4 ± 0.4  2.8 ± 0.3 
 
  
ATP  α 
concentration   Pitch  sliding velocity  rotational velocity 
μM   μm  μm/s   rev/s 
1  2.1 ± 0.3 (9/12)  0.010 ± 0.002  0.005 ± 0.001 
3  0.66 ± 0.09 (15/15)  0.076 ± 0.016  0.12 ± 0.03 
10  0.45 ± 0.07 (15/15)  0.32 ± 0.06  0.75 ± 0.18 
30  0.43 ± 0.05 (19/19)  0.84 ± 0.16  2.0 ± 0.4 
100  0.42 ± 0.05 (12/13)  1.8 ± 0.3  4.4 ± 0.9 
各 ATP 濃度におけるα及び βγ サブユニットによる微小管のコークスクリュー運動のピッ
チ、並進速度、回転速度。カッコ内の数字は右が計測した微小管の本数、左がそのうちコー
クスクリュー運動が計測できたものの本数。 
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 α、βγ サブユニットが共在する条件でのグライディングアッセイ 
 三頭の外腕ダイニンの運動機能において、2 頭の βγサブユニット、単頭の αサブユニッ
トがそれぞれどのように寄与するのか調べるため、βγサブユニットと αサブユニットを混
合した条件でガラス面にまいて同様の実験を行った。 
 まず、各サブユニットが等モルで混在する条件で、ATP 濃度に対する運動の変化を調べ
た。結果、等モルで混在しているにも関わらず、殆ど αサブユニットが単独でガラス面に
存在する条件と同様のピッチ、並進速度、回転速度が見られた(Figure 38)。 
 また、βγサブユニットと αサブユニットの間で顕著にピッチ、並進速度、回転速度が異
なる 1 μM ATP の条件において、合計のダイニン濃度を変えずに混合比を変えた際の運動
の変化を調べた。結果、全体の 1/8 程度の αサブユニットが混在する条件でも、βγ サブユ
ニットのみの条件に比べて 2 倍程度のピッチでの運動が見られた(Figure 39)。 
 
 
 
Figure 38 ATP 濃度の変化に対する 2 つのサブユニットが混在する条件での運動 
1, 10, 100 μM ATP で、各サブユニットが 0.4 μM ずつ混在する条件で計測した。ピッチの変
化 (A), 並進速度の変化(B), 回転速度の変化(C)。並進速度、回転速度のグラフは縦軸が対数
表示。 
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Figure 39 混合比が変化に対する 1 μM ATP での運動 
2 つのサブユニットの合計濃度が 0.8 μM になるように、βγ: αの混合比を 1 : 0, 7 : 1, 5 : 3, 1 : 
7, 0 : 1 に変化させて計測を行った。横軸がそれぞれの混合比。左図は βγのみの実験での並進
速度、回転速度を 100 としたときの相対速度を混合比に対してそれぞれ示している。右図は
ピッチを各混合比に対して示している。各点は平均値、エラーバーは SD。 
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 考察 
 外腕ダイニンによるトルク発生 
 外腕ダイニンによるコークスクリュー運動の三次元計測 
テトラヒメナの繊毛軸糸から抽出し、陰イオン交換カラムによって精製することで得た
外腕ダイニンについて、グライディングアッセイを行ったところ、微小管にマーカーとし
て付加した QD525 の三次元計測により、滑り運動する微小管が長軸周りに回転する、コー
クスクリュー運動が観察された。このようなコークスクリュー運動は、先行研究ではテト
ラヒメナやクラミドモナスの内腕ダイニンにおいて観察されているが(Kagami and Kamiya, 
1992; Vale and Toyoshima, 1989) 、外腕ダイニンについては初めての結果である。 
従来のコークスクリュー運動の計測は、軸糸断片を核として一方向に微小管を伸長させ
ることで作製した極性微小管を用いて行っていた。Figure 1 で示した 9+2 構造を持つ軸糸断
片は微小管に比べてかなり大きく、また多少屈曲している。この極性微小管の滑り運動を暗
視野顕微鏡で観察すると、末端の軸糸断片が回転する際にその投射像が周期的に変化する
ことから、この二次元の像の変化を利用して回転が検出できる。このような実験系では、二
次元の投射像での回転の計測が難しいうえ、軸糸断片が回転の際にガラス面と物理的に接
触し回転の障害となって正確な計測が出来ていなかった可能性がある。対して本研究で用
いた方法では、微小管に付加した QD525 は 20~30 nm と小さく、ガラス面に存在するダイ
ニンが 30-50 nm 程度であることを考えると、ガラス面との干渉によるコークスクリュー運
動への影響は非常に少ないと考えられる。また実際に特定の周期で回転が遅延するような
現象は確認されなかった(Figure 26)。従来の研究で外腕ダイニンについてコークスクリュー
運動が検出されなかったのは、本研究に比べ回転への干渉の大きい実験系であったことが
原因かもしれない。 
微小管コークスクリュー運動は、外腕ダイニンが微小管の長軸方向のみならず、長軸に垂
直な方向への力、トルクを発生していることを示唆している。この微小管コークスクリュー
71 
運動は、先行研究において内腕ダイニンでのみ報告されており(Kagami and Kamiya, 1992) 、
トルク発生は内腕ダイニンのみの特徴だと考えられていた。しかしながら外腕ダイニンも
トルクを発生しているという本研究の結果から、軸糸ダイニンが全てこのような力発生を
行っている可能性がある。大半の、もしくは全ての軸糸ダイニンによって発生するトルクは、
実際の繊毛打の制御においても関わっている可能性がある。 
この外腕ダイニンのトルク発生は、微小管の長さによってピッチや並進速度、回転速度を
変化させなかった(Figure 27-29)。これは、コークスクリュー運動が並進方向、回転方向に対
して等速運動となっていることと合わせて、微小管の単位長さ当たりに作用するダイニン
による力発生と、同様に微小管と結合している運動していないダイニンによる負荷が釣り
合っていることによると考えられる。 
また、GMP-CPP で安定化した微小管と taxol で安定化した微小管でのコークスクリュー
運動の比較では、両者に顕著な差異は見られなかった。本研究と同様の条件で重合した先行
研究(Yajima et al., 2008) から、taxol で固定した微小管は、13 本と 14 本のプロトフィラメン
トで構成されたものが 5:3 で混合していると考えられる。特にねじれの無い 13 本のプロト
フィラメントで構成された微小管を 3/8 含む taxol で固定した微小管についても、14 本のプ
ロトフィラメント数で構成された GMPCPP 微小管での運動と同様のピッチでのコークスク
リュー運動が見られたことから、このコークスクリュー運動は微小管のプロトフィラメン
トのねじれに起因する、もしくはそのねじれを増幅するようなメカニズムではないと考え
られる。 
しかしながら、このプロトフィラメントのねじれがコークスクリュー運動のピッチに影
響していないかどうかは定かではない。プロトフィラメント数 14 本の微小管のねじれのピ
ッチは左ねじの方向（ダイニンとは逆方向）に 7 μm と非常に微小なねじれである。微小管
の表面で、このピッチのらせんが微小管の長軸となす角を計算してみる。これは微小管の周
長を 25・π = 79 nm としたとき、atan (79/7000)= 0.011 rad の角度に相当する。対して、三頭
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の外腕ダイニンによる ATP 濃度 10 μM での GMPCPP 微小管でのピッチは 0.73 μm であり、
同様に計算するとこれは 0.107 rad に相当する。これが、14 プロトフィラメントの微小管で
のコークスクリュー運動におけるねじれの角度である。 
仮に、外腕ダイニンのトルク発生が「微小管のプロトフィラメントに対して一定の角度で
力発生する」というようなメカニズムであった場合、14 プロトフィラメントの微小管にお
けるコークスクリュー運動のねじれの角度は、プロトフィラメントに対する外腕ダイニン
の運動によるねじれの角度と微小管のねじれの角度の加算で求められる。このとき、ねじれ
の向きが逆であることを踏まえると、外腕ダイニンの運動によるねじれ、すなわちねじれの
ない 13 プロトフィラメントの微小管でのコークスクリュー運動のねじれの角度は 0.118 rad 
と見積もれる。 
ここからピッチを逆算すると、13 プロトフィラメント でのコークスクリュー運動のピ
ッチは 0.66 μm となる。この値は、taxol 固定の微小管でのコークスクリュー運動のピッチ、
0.72 ±0.18 μm と大きな差がない。すなわち、taxol 固定の微小管が全て 13 プロトフィラメ
ントだとしても、今回の実験結果からは、微小管自体のねじれの差異がコークスクリュー運
動のピッチに影響するという仮説を明確に否定することはできないと言える。 
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Table 7 微小管とコークスクリュー運動のねじれ角度の概算 
 
 
 外腕ダイニンによる微小管曲げの考察 
また、外腕ダイニンによる滑り微小管の観察において、コークスクリュー運動よりかなり
大きなスケールで、微小管がゆっくりと滑る角度を変化させる、微小管が曲がりながら滑る
現象が観察された。この曲がりの方向は、ガラス面上のダイニンとその上に乗っている微小
管に対して微小管の側から見たときに、進行方向に対して左に曲がる向きであった。この微
小管の曲がりがどのような力によって起きているかはわからないが、コークスクリュー運
動を駆動しているトルクによって説明できるか考察してみる。 
 
 微小管のねじれ 
(14 pf) 
コークスクリュー 
(14 pf) 
コークスクリュー 
(13 pf) 
ピッチ 7 μm 0.73 μm 0.66 μm 
ねじれの角度 -0.011 rad 0.107 rad 0.118 rad 
微小管のピッチは先行研究、14 プロトフィラメントの微小管におけるコークスクリュー
運動のピッチは GMPCPP 微小管でのピッチの数値を用いた。赤字はこれらから概算したね
じれの無い 13 プロトフィラメントの微小管でのコークスクリュー運動のねじれの微小管長
軸に対する角度及びピッチを概算したもの。 
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右ねじの方向にコークスクリュー運動しているとき、ガラス面上のダイニンは微小管の
ガラス面側の面に対して結合し、微小管長軸方向に加えて、微小管の進行方向左側に向かっ
て力発生していると考えられる(Figure 40)。全てのダイニンがこのように運動すると、微小
管は単に長軸方向に滑り運動するのではなく、斜めに横滑りすることになる。しかし実際に
はコークスクリュー運動における微小管の横滑りは本研究及び内腕ダイニンにおける先行
研究(Vale and Toyoshima, 1989) のいずれにおいても観察されていない。 
コークスクリュー運動する微小管がなぜ横滑りしないのかについては結論が出ていない
が、微小管に結合する力発生していないダイニンによる抵抗である可能性が有力である。先
Figure 40 微小管のコークスクリュー運動と曲がりの方向 
A: 右ねじ方向のコークスクリュー運動と左回りの微小管の曲がり。B: 微小管の横滑りが
あるときの、微小管長軸マイナス端方向から見たダイニンが微小管長軸と垂直に運動したと
きの微小管の動き。C: 微小管の横滑りが無いときの、ダイニンが微小管と垂直に運動したと
きの微小管の動き。 
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行研究では、運動する微小管が水から受ける抵抗や、ダイニンが微小管のらせんに沿って運
動することなどをその他の候補として挙げているものの、水から受ける抵抗は横滑りより
長軸周りの回転の方が大きいこと、またコークスクリュー運動のピッチが微小管のねじれ
のピッチと比べかなり短いことなどから、どちらも否定されると考えられている(Vale and 
Toyoshima, 1989) 。微小管に強く結合するダイニンのうち、ガラス面の離れた位置から結合
しているダイニンについては、回転方向への運動はダイニンと微小管の距離を変化させな
いのに対して、横滑り方向への運動はダイニンと微小管の結合に対して垂直に解離させる
方向に働く。このようなダイニンが回転方向に比べ横滑り方向に大きな負荷となることで、
微小管の横滑りに対する抵抗となっていると考えられる。 
微小管の滑り運動の曲がりは、先端が微小管の曲がりは滑り運動する微小管の先端で起
きている可能性が考えられる。先端だけでなぜ曲げの力がかかるかについては、以下の仮説
が挙げられる。滑り運動をしている微小管では先端部以外では平均としてダイニンのトル
ク発生と抵抗が釣り合っているが、微小管先端には常にダイニンが結合していない部位が
あり、一番先端近くのダイニンがトルク発生を行うと、先端部はダイニンのトルク発生の方
向に微小に曲がり、微小管は左回りに曲がって滑り運動する、というメカニズムである
(Figure 41)。このとき反時計周りに曲がりが起きるトルクの方向はコークスクリュー運動を
駆動するトルク発生の向きと同一であり、同様のトルクを起源として微小管のコークスク
リュー運動と曲がりが起きているとして説明できる。もしこのようなメカニズムで曲がり
が起きているなら、よりダイニンを低濃度でまいた条件では先端側の抵抗となるダイニン
が存在しない部分が長くなることから、より曲がりが大きくなることが予想される。 
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微小管が曲がりながら滑り運動する現象は、先行研究でクラミドモナスにおける内腕ダ
イニン d, g において報告されている(Kikushima and Kamiya, 2008) 。ただし、他のコークス
クリュー運動が見られている内腕ダイニンについては、このような曲がりは観察されてい
ない。また、微小管コークスクリュー運動の回転方向は現在まで報告されている全てのダイ
ニンで共通であるにも関わらず、内腕ダイニンにおいて報告されている曲がりの方向と本
研究で観察された曲がりの方向は逆方向であった。このようなことから、今回の実験で見ら
れた微小管の曲がりと、先行研究において一部の内腕ダイニンで見られている現象とが同
様のものであるかどうか、またこれらが微小管コークスクリュー運動と同様のトルク発生
によって起きる現象なのかについては不明な点も残っている。 
  
Figure 41 微小管先端付近のダイニンの力発生により、微小管の曲がりが起きる仮説 
微小管の殆どの部分では、結合して力発生していないダイニンによる負荷と、力発生して
いるダイニンによるトルクが釣り合っている。` 
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 外腕ダイニン及びそのサブユニットによる ATP 濃度依存的なピッチの変化 
 各サブユニットでの運動 
 テトラヒメナ繊毛軸糸から抽出した外腕ダイニンをキモトリプシンで部分分解し、陰イ
オン交換カラムで精製することで、二量体の βγ サブユニットと、単量体の α サブユニット
を得た。キモトリプシンでの処理ではキモトリプシン濃度、時間によって分解産物の長さが
変動するため、SDS-Urea-PAGE で見られるそれぞれの重鎖のバンドと、カラム精製時のタ
ンパク質溶出ピークが、処理の条件に応じてどのように推移するかを調べた。この結果を元
に、できるだけ分解が弱く、かつ未分解の三頭の外腕ダイニンが混入せず精製できる条件を
検討し、精製を行った。 
これらのサブユニットについて、三頭の外腕ダイニンを用いた実験と同様にグライディ
ングアッセイの三次元計測を行った。先行研究(Toba and Toyoshima, 2004; Vale and Toyoshima, 
1989) では運動が見られなかった αサブユニットに関しては、ブロッキング剤及び流し入れ
るダイニン濃度を変えることで運動が見られたので、本研究では各サブユニット及び三頭
の外腕ダイニンについてこの条件で実験を行った。 
その結果、各サブユニットについても外腕ダイニンと同様に右ねじ方向のコークスクリ
ュー運動が観察された。単頭の α サブユニットでもコークスクリュー運動が起きることか
ら、トルク発生は三頭の特徴的な構造に起因するものではなく、外腕ダイニンの各頭部の持
つ運動特性である可能性が高い。 
 
 コークスクリュー運動のピッチの ATP 濃度依存性 
 次に外腕ダイニンの三つの頭部がどの様に運動特性を知るために、各サブユニット及び
三頭の外腕ダイニンについて 1~100 μM の範囲で ATP 濃度を変化させて実験を行った。そ
の結果、それぞれについて異なるピッチの ATP 濃度依存的な変化が観察された。 
 三頭の外腕ダイニン及び単頭の α サブユニットは、ATP 濃度が下がるにつれてピッチが
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長くなる、より長周期のコークスクリュー運動を駆動することがわかった。対して、二頭の
βγ サブユニットでは ATP 濃度の変化によるピッチの変化は見られなかった。単頭の αサブ
ユニットと α 頭部を含む三頭の外腕ダイニンで低 ATP 濃度でのピッチの上昇が見られたこ
とから、α頭部が β頭部や γ頭部とは異なる運動特性を有している可能性が示唆された。 
ATP 濃度の変化によるコークスクリュー運動のピッチの変化が、どのような運動メカニ
ズムによって起きるのかについて考察する。コークスクリュー運動におけるピッチは、微
小管の並進運動速度、回転運動速度との間に以下の関係がある。 
ピッチ[μm/回転数	]  並進速度[μm/s]
回転速度[回転数/s] (1) 
 
三頭の外腕ダイニン及び α サブユニットの運動における低 ATP 濃度条件下でのピッチの
増大は、並進速度と回転速度の比が ATP 濃度によって変化し、低 ATP 濃度で並進速度の回
転速度に対する比が大きくなったことを意味している。 
等速で滑り運動する微小管には、運動方向へ与えられる力 F と速度 V、抵抗係数 b の間
に、力のつりあいから以下の式が成り立つ。 
F = bV (2) 
V = F/b (3) 
 本研究で計測されたコークスクリュー運動では、回転、並進の両方向にそれぞれ等速運動
していた。回転方向と並進方向の速度を Vs、Vr、微小管を駆動するダイニンが微小管の並
進方向、回転方向に与える力をそれぞれ、Fs、Fr、並進方向、回転方向にかかる抵抗係数を
bs、brとおくと、(3)から並進方向、回転方向についてそれぞれ以下が成り立つ。 
Vs = Fs/bs (4) 
Vr = Fr/br (5) 
 微小管に近接しているダイニンは、ATP の加水分解サイクルに従って結合状態が変化し
ているため、全てのダイニンが力発生しているわけではない。ダイニン 1 分子が微小管の並
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進方向、回転方向に与える力をそれぞれ fs、frとし、並進方向、回転方向に力を発生してい
るダイニンの個数を N とする。このとき、(4)、(5)は以下のように書ける。 
Vs = N･fs/bs (6) 
Vr = N･fr/br (7) 
 また抵抗係数について詳しく考えると、これは微小管に結合している主に力発生してい
ないダイニンにより微小管が受ける抵抗による。ダイニンをバネとみなせば、並進方向、回
転方向のバネ定数を ks、kr、並進方向と回転方向それぞれに対するダイニン分子の微小管へ
の結合時間を ts、tr、微小管に結合しているダイニンの数を M とすると、bs、br は以下のよ
うに書ける。 
bs = M･ks･ts (8) 
br = M･kr･tr (9) 
 (6)(7)(8)(9)より、ピッチを P と置き(1)式は以下のように書きなおすことができる。 
P	  	 N ∙ f	M ∙ k ∙ tN ∙ f	M ∙ k ∙ t (10) 
 
 この式をもとに、ATP 濃度に依存してピッチが変化する要因を考察する。まず明らかに
ATP 濃度に依存して変化するのは N、M であり、低 ATP 濃度では M が大きくなり高 ATP
濃度では N が大きくなる。しかし分子分母の N、M は共通であるため、ピッチはこれらの
値に依存しないことがわかる。また fs、fr は一分子のダイニンが運動方向に出す力であり、
これらがダイニンの構造変化によって生み出されているならば、ATP 濃度によらず一定で
あると考えられる。 
 したがって、ksと krもしくは tsと trの比が ATP 濃度によって変化していると考えられる。
それぞれが変化している場合の運動機構は、以下のようになっていると考えられる。 
(A)バネ定数 ksと krの比が変化している場合 
 ksは微小管の長軸方向に対するダイニン分子の固さ、krは微小管の長軸と垂直な方向に対
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するダイニン分子の固さを表している。例えば ATP 濃度が下がるとダイニン分子がより回
転方向に固い構造となるならば、ピッチが長くなる。 
(B)微小管への結合時間 tsと trの比が変化している場合 
 tsと trは 1 つの運動サイクルの中では同一であり通常等しい値をとる。しかし、ダイニン
分子が微小管の長軸方向にステップし微小管上の異なる結合部位に結合する時、ダイニン
が微小管の長軸方向にステップした場合と微小管の長軸と垂直な方向にステップした場合
で結合時間が異なるとすれば、ts と tr は異なる値をとる。例えば ATP 濃度が下がると直進
したときはより微小管上に長く結合するが、左右に運動したときはより結合時間が短くな
るといった場合、ピッチが長くなる。 
 (A)(B)どちらの場合でも、ATP の加水分解サイクルとは別の部分でダイニン分子の物性が
ATP 濃度に応じて変化することに起因すると考えられる。このような現象を起こす機構と
して、ダイニン分子の ATP 加水分解部位以外の ATP 結合部位による機能の調節が挙げられ
る。 
 ダイニン分子の頭部ドメインは 6 つの AAA モジュールによって構成されるが、このうち
AAA1-AAA4にはATP結合部位であるwalker A モチーフが保存されている。このうちAAA1
がもつ walker A、walker B モチーフが、主に ATP 加水分解を担っているとされる。残りの
ATP 結合部位のうち、細胞質ダイニンによる実験で AAA3 が運動機構に特に重要な役割を
担うとされている。また軸糸ダイニンにおいては ADP の濃度を上げることでダイニンの運
動活性があがることも報告されており、これは AAA1 以外の ATP 結合部位に ADP が結合
することによると考えられている。 
 本研究での低 ATP 濃度条件では ATP 再生系試薬により ADP 濃度は常に低く保たれてい
るため、低 ATP 濃度の条件では高 ATP 濃度の条件に比べ、ATP 結合部位が apo 状態(No 
ATP 状態)になっているダイニンの比率が多く、これによりダイニンが異なる構造をとって
いる可能性が高い。 
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 このような ATP 加水分解部位以外の ATP 結合部位による調節機構については、ATP 再
生系のない条件で、ADP 量を変化させる方法によりその影響を見積もることができると考
えられる。ATP 結合部位による加水分解を伴わない調節機構はいまだ良くわかっていない。
微小管の長軸に垂直な方向への力発生とこの ATP 結合部位による調節機構の関係について
は未だ報告がないため、これを調べることで、新たな知見が得られる可能性がある。 
 またこの調節機構は、ダイニンのプロセッシブな運動にも関わっている。AAA4 に変異を
導入した細胞質ダイニンでは、ダイニン分子と微小管との結合力が増大し、高いプロセッシ
ビティを示すことが報告されており、複数の頭部が協調的に運動する機構に一定の役割を
持っていると考えられる。 
 
 2 つのサブユニットの協調的な運動機構 
低 ATP 濃度条件下第二人による微小管のコークスクリュー運動のピッチの増加から、α
頭部が他の頭部と異なる運動特性を持つことが示唆されたものの、これが三頭の外腕ダイ
ニンの運動においてどのように機能しているのかは明らかではない。そこで、αサブユニッ
トと βγ サブユニットがガラス面に共在する条件でグライディングアッセイを行い、これら
が三頭の状態で存在する外腕ダイニン自体の運動との比較を行った。 
 
 二つのサブユニットが共在する条件でのピッチの ATP 濃度依存性 
 まず、二つのサブユニットが等モルで存在する条件で、1, 10, 100 μM でのコークスクリュ
ー運動を調べた。結果、図のようにこれらは αサブユニット単体での運動と非常に近いピッ
チの変化を示した。また、このピッチの値は三頭の外腕ダイニンのピッチの値とも異なって
いた。もし三頭構造の外腕ダイニンにおいて各頭部が独立して運動している場合、外腕ダイ
ニンによるコークスクリュー運動のピッチは、αサブユニット、βγサブユニットが共在する
条件でのピッチと同様になることが予想されるため、この結果は三頭構造を持つことで各
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頭部の運動が何らかの協調をしていることを示唆している。 
 
 二つのサブユニットが混合比のコークスクリュー運動への影響 
 また、α サブユニットと βγ サブユニットが等モルで共在する条件でのピッチがそれぞれ
単独の条件での運動の平均値とならなかったことから、これらの頭部には単純な加算では
説明できない運動特性の違いがある可能性がある。 
 特にコークスクリュー運動に違いが見られたのは ATP 濃度 1 μM の条件だったので、こ
の ATP 濃度で α サブユニットと βγ サブユニットの総数を変えずに混合比を変えて実験を
行ったところ、より少量の α サブユニットでもピッチが α サブユニット単独の結果と近く
なる、混合比に対して非線形なピッチの変化が見られた。 
 
 混合比による速度、ピッチの変化に関する考察 
αサブユニットと βγサブユニットの運動の違いが、どのような特性の違いによるのかを、
この混合比の変化に対する速度、ピッチの変化の実験結果から考察してみる。等速運動する
微小管において、ATP の加水分解によってダイニンが発生する力(F)と結合するダイニンの
抵抗による力(Fdrag)は釣り合っている。 
F + Fdrag = 0 (11) 
ここで Fdrag は微小管の運動速度に比例するので、抵抗係数を b とすると以下のように書け
る。 
F - b ·  V = 0 (12) 
このとき、ガラス面上のダイニンの性質によって、F 及び b は異なる値をとる可能性があ
る。そこで、各サブユニットについてそれぞれが異なる場合を考えてみる。 
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(A)各サブユニットの力発生は変わらないが、抵抗が異なる場合 
まず、各サブユニットが等しい力発生を行うが、微小管との結合による抵抗が異なる場合
を考える。ここでダイニンの結合による抵抗は、微小管に作用する個々のダイニンによる抵
抗の加算であり、二種のサブユニットが混在する条件では、それぞれの混合比に比例した抵
抗がかかると考えられる。全体のダイニンに対する α の比率を a とおくと、βγ サブユニッ
トの比率は 1-a で与えられるので、を αのみの条件での抵抗の値を bα、 βγ のみの条件での
抵抗を bβγとすると、全体の抵抗 b は以下のように表せる。 
b = bα ·  a + bβγ ∙ (1 - a) (13) 
ここで、F が変動しないという仮定を踏まえると、βγ のみの条件での速度を Vβγとおいて、
以下が成り立つ。 
b"# 	 ∙ V"#  	b	 ∙ V (14) 
これを用いて(12), (13)より V について下のように表せる。 
 
V  bβγ
bα ∙  a + bβγ ∙  (1 - a) 	V"# (15) 
 
ここで、βγが与える抵抗に対する αが与える抵抗の比 bα / bβγ を r と置いて(14)を簡略化
すると下の様に表せる。 
V  	 1% ∙  a + (1 - a) 	V"# (16) 
 コークスクリュー運動が並進、回転の両方向に等速運動であったことから、(15)は、並進
速度 Vslid、回転速度 Vrot、βγ が並進方向に与える抵抗に対する αが並進方向に与える抵抗の
比 rslid, 回転方向への抵抗 rrotを用いて、両方向に同様に書ける。 
V&'( 	 1r&'( ∙  a + (1 - a) 	V"#,&'( (17) 
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V+, 	 1r+, ∙  a + (1 - a) 	V"#,+, (18) 
 
 
 
 
 
 (17)、(18)を用いて、rslid、rrot、を未知数として Vslid 及び Vrot について混合比 a と速度のグ
ラフに対してフィッティングを行った。結果、rslidが 5.2 ± 1.9、rrotが 12 ± 3.7 となり、実験
結果に良くフィッティングされた。またピッチは(1)のように並進速度と回転速度で表せる
ので、βγのみの条件でのピッチを Pβγと置き、(17), (18)の式から以下のように書ける。 
Figure 42 並進方向、回転方向に対するダイニンの力発生と抵抗 
並進方向(上図)、回転方向(下図)について、それぞれの方向に対するダイニンの力発生と抵
抗が釣り合っている。 
85 
P  	 r+, ∙  a + (1 - a)r&'( ∙  a + (1 - a) 	P"# (19) 
この rslid、rrotに前述のフィッティングで求めた値を用いて、混合比 a とピッチのグラフ上
に図示したところ、Figure 43 の様に実験結果と良く一致した。 
 
 
 
 
このフィッティングによって求めた r は βγ サブユニットが微小管に与える抵抗に対する
αサブユニットが微小管に与える抵抗の比なので、これが 1 を大きく上回ったことは、ATP
濃度 1 μM の条件において α サブユニットが βγ サブユニットより微小管に対して強い負荷
となっていることを示唆している。また、rslid に比べて rrot が大きな値となっているため、α
Figure 43 抵抗がサブユニットごとに異なる場合の速度とピッチに対するフィッティン
グ 
(17), (18)を用いて、並進速度、回転速度と混合比に対して解析ソフト Igor 上でフィッティ
ングを行い、rslid、rrotを求めた。速度には、βγのみの条件での速度を 100 として規格化した相
対値を用いた。横軸は全体のダイニンに対する α、βγ サブユニットの比率。またピッチのグ
ラフに対しては、速度のフィッティングで求めた rslid、rrot の値から計算した近似曲線を図示
した。 
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サブユニットによる負荷は、並進方向より回転方向により強くなっていると考えられる。 
 
(B)各サブユニットの発生する力 F が異なる場合 
次に、各サブユニットが微小管に与える抵抗 b は変わらないが、ダイニンによる力発生
F がサブユニットごとに異なる場合を考える。前述の抵抗に関する考察と同様に、各ダイ
ニン分子が独立して運動している時、F は各ダイニン分子が発生している力の加算である
と考えられるので、ダイニン密度が同様であるなら、混合比が異なるときの F は各サブユ
ニットのみの条件のときの力 Fα及び Fβγの混合比に比例し、以下のように書ける 
F  a ∙  F. + (1 - a∙ F"#	 (20) 
また(12)より、b がサブユニットごとに変動しないならば、V について以下が成り立つ。 
V
F 
V"#F"# (21) 
このとき βγサブユニットの発生する力に対する αサブユニットの与える力の比 Fα / Fβγ 
を s と置くと、(20)、(21)より V が以下のように表せる。 
V  	 0a ∙ s	+ (1 - a)1 	 ∙ V"# (22) 
 コークスクリュー運動が等速運動であることから、前項と同様に並進方向、回転方向の
それぞれについて成り立つので、並進方向に発生する力の比を sslid, 回転方向に発生する力
の比を srot,とすると、並進方向、回転方向のそれぞれについて以下のように表せる。 
V&'( 	 0a ∙ s&'(	+ (1 - a)1 	 ∙ V"#,&'( (23) 
V+, 	 0a ∙ s+,	+ (1 - a)1 	 ∙ V"#,+, (24) 
(23)、(24)を用いて、sslid及び srotを未知数として、前項同様に並進、回転速度と αサブユニ
ットの混合比 a に対して解析ソフト Igor 上でフィッティングを行った結果、sslid = 0.3 ± 
0.1、srot = 0.4 ± 0.3 となった。また、このときピッチは以下のように表せる。 
P  	 a ∙ s&'(	+ (1 - a)
a ∙ 	 s+,	+ (1 - a) 	P"# (25) 
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(25)にフィッティングで求めた sslid、srot の値を入れることで、前項同様にピッチに対して
の近似曲線を Figure 44 の様に示した。 
 
 
 
 
結果、(A)の抵抗が異なる場合とは違い、このモデルでは α サブユニットが少量混在した
だけで大きく速度が変わる実験結果のような傾向は再現されなかった。(23)及び(24)が s の
値によらず速度 V が混合比 a に比例するため、これはフィッティングの条件などによらな
いと考えられる。 
Figure 44 力発生がサブユニットごとに異なる場合の速度とピッチに対するフィッティ
ング 
(23)、(24)を用いて、並進速度、回転速度と混合比に対して解析ソフト Igor 上でフィッティ
ングを行い、sslid、srot を求めた。速度には、βγ のみの条件での速度を 100 として規格化した
相対値を用いた。横軸は全体のダイニンに対する α、βγ サブユニットの比率。またピッチの
グラフに対しては、速度のフィッティングで求めた sslid、srot の値から計算した近似曲線を図
示した。 
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 (A)及び(B)の結果から、ATP 濃度 1 μM の条件において、各サブユニットの抵抗が異なる
というモデルで、混合比によって非線形に速度、回転速度が変化する実験結果を再現するこ
とができた。またこの結果は、各サブユニットの抵抗が等しく、力発生のみが異なるという
モデルでは再現できなかった。この考察からは、各サブユニットの力発生が異なる可能性は
全く否定できないが、少なくとも各サブユニットの抵抗が異なることが大きな運動特性の
違いである可能性が示唆された。 
このような運動特性の違いは、ATP 濃度依存的なピッチの変化について考察したように、
ATP濃度の変化による AAA2−４のヌクレオチド状態の変化による構造変化に起因する可能
性がある。今後の研究では、テトラヒメナの相同組み替え技術によりこの部位に特異的に変
異を導入することで、実際に運動がどのように変化するか調べる事ができると考えられる。 
 また、α頭部の異なる運動特性の要因としては α頭部のストークに特異的に結合するタン
パク質 LC１などが寄与している可能性がある。これは真核生物に広く保存されており、こ
のストークへの結合によって α 頭部の MTBD が強結合状態となることが最近の研究で示唆
されている(Ichikawa et al., 2015) 。 
 
 本研究のまとめと今後の展望 
 本研究により、テトラヒメナの外腕ダイニンが微小管の長軸方向のみならず長軸に垂直
な方向にも力発生していることが明らかになった。このようなトルクは軸糸内椀ダイニン
においても従来から知られていたものであるが、軸糸ダイニンのほぼ全てがこのようなね
じれの力を発生している事は、今後の繊毛運動の周期運動メカニズムを考える上で重要な
要素になると考えている。 
 また、キモトリプシンでの部分分解を利用して精製したサブユニットの実験から、このト
ルク発生の運動特性を調べる事で各頭部がことなる運動特性を持つ事が明らかとなった。
低 ATP 濃度で並進方向と回転方向に異方的に運動特性が変化するという結果は、主な加水
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分解部位でない ATP 結合部位が構造に与える変化と合わせて、ダイニンの運動を理解する
上で重要だと考えられる。 
 しかし本研究で明らかとなったような繊毛運動の運動素子についての特性が、実際に繊
毛運動にどのように寄与しているかはわかっていない。これを理解するためには、ダイニン
の変異株などの繊毛運動の計測と合わせて、運動素子の特性の変化が実際の繊毛運動にど
のように影響するのかについて調べる必要がある。  
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第2章 三次元計測によるテトラヒメナ繊毛打メカニズムの解明 
本章の内容については、後日の出版を予定しているため省略する。  
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総括 
 本研究では、第 1 章では繊毛打運動を駆動する軸糸外腕ダイニンの運動素子としての特
性について、新たな実験系を構築することで三次元的な運動の計測を行った。この三次元的
な計測の結果から、外腕ダイニンについては 3 つの頭部間の運動特性の違いについて新た
な知見を得ることができた。第 2 章で明らかとなった内容に関しては、本要約では省略す
る。 
立体的な構造を持ち、三次元の空間で活動する細胞や細胞器官の機能を理解する上で、本
研究で調べた三次元的な運動の正確な計測は欠かせないものだが、その難しさから従来は
二次元的な計測に基づいて間接的に議論を行うことしかできなかった。本研究で三次元的
な計測を行う実験系を構築し、実際にその正確な運動を計測できたことは、今後の研究に大
いに役立つと考えられる。 
 しかしながら、本研究で得られた運動素子の特性と、繊毛打運動の波形、速度が、実際に
どのように結びついているのかは未だ明らかになっていない。今回作製が上手く行かなか
った軸糸ダイニンの一部を欠損する変異体での繊毛打運動計測を行うことができれば、繊
毛打運動に多種の軸糸ダイニンがどのように寄与しているかについてさらに重要な知見を
得ることが期待される。また、特定の軸糸ダイニンが繊毛打運動に特徴的な寄与をしている
ことがわかれば、その運動特性を改めて調べることで、ダイニンのどのような運動特性が繊
毛打運動を駆動しているのか知ることができると考えられる。 
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